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Rtuť a její sloučeniny jsou jedním z nejnebezpečnějších globálních polutantů životního 
prostředí. Díky své toxicitě a schopnosti bioakumulace a biomagnifikace jsou sloučeniny 
rtuti, obzvláště její alkylderiváty, vážným nebezpečím i pro lidskou populaci. Z tohoto 
důvodu se věnuje monitoringu rtuti a jejích sloučenin v životním prostředí zvýšená pozornost. 
Tato práce se zabývá stanovením methylrtuti a anorganické rtuti v rybí svalovině. Pro 
izolaci těchto sloučenin rtuti byla použita extrakce založená na vyluhování hydroxidem 
draselným, derivatizaci KBPh4 a následné extrakci pomocí SPME. Na stanovení výše 
uvedených specií byla použita metoda plynové chromatografie s detekcí hmotnostního 
spektrometru. Značnou nevýhodou této metody je obtížná optimalizace podmínek měření 
a eliminace vlivu matrice na stanovení. Mez detekce metody GC-MS byla pro methylrtuť 
stanovena na 25,4 ng/g a pro anorganickou rtuť na 128,69 ng/g. Pro stanovení výtěžnosti byly 
použity vzorky s přídavkem standardů. Výtěžnost byla určena na 75,5 % a 83,6 % pro 
methylrtuť, 45,6 % a 53,0 % pro anorganickou rtuť. V reálných vzorcích ryb bylo nalezeno 
množství methylrtuti, které se pohybovalo v rozmezí 136,3 – 655,6 ng/g, a množství 
anorganické rtuti, které se pohybovalo v rozmezí 51,53 – 219,31 ng/g. Vzhledem 
k výsledkům byly reálné vzorky ryb proměřeny také na přístroji AMA 254. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA  





. Mercury and its chemical compounds are one of the most dangerous global pollutants in 
environment. Thanks to their toxicity and ability to bio-accumulate and bio-magnify, mercury 
compounds, especially their alkylderivates, are a serious danger for human population. 
Because of this reason, we give close attention to monitoring of mercury and its compounds 
in environment.  
This thesis deals with determination of methylmercury and inorganic mercury in fish 
muscles. There was used a method based on leaching by potassium hydroxide, reaction with 
KBPh4 and subsequent extraction by SPME for isolation of these mercury compounds. There 
was used gas chromatography with mass spectrometry detection for determination of the 
above-mentioned species of mercury. Difficult optimalization of conditions of measurement 
and elimination of effect of matrix are considerable disadvantages of this method. The limit of 
detection of GC-MS method was set on 25,4 ng/g for methylmercury and 128,69 ng/g for 
inorganic mercury. There were used samples with addition of standards for determination of 
recovery. Recovery was set on75,5 % and 83,6 % for methylmercury, 45,6 % and 53,0 % for 
inorganic mercury. In real fish samples, there was found methylmercury in amount of 
between 136,3 – 655,6 ng/g and inorganic mercury in amount of between 51,53 – 




mercury alkylderivatives, water, sediments, water biota, SPME, gas chromatography, 
mass spectrometry 
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Rtuť a její sloučeniny patří k nejnebezpečnějším a současně také nejsledovanějším 
polutantům životního prostředí. Vyskytují se v různých zastoupeních ve všech složkách 
životního prostředí, terestrické, akvatické, atmosférické i v biotě. Zdroje rtuti v životním 
prostředí lze rozdělit na přírodní a antropogenní. V současnosti se odhaduje, že 2/3 rtuti 
v životním prostředí je antropogenního původu. Rtuť má tři hlavní formy výskytu, jsou to: 
elementární rtuť, anorganická rtuť a organická rtuť. Toxicita rtuti je závislá na formě výskytu. 
Nejtoxičtější formou rtuti je methylrtuť, které je také věnována při monitoringu největší 
pozornost. Jejími nejnebezpečnějšími vlastnostmi je vysoká neurotoxicita a schopnost 
bioakumulace a biomagnifikace. Methylrtuť je lipofilní sloučenina a díky této své vlastnosti 
dokáže snadno pronikat přes biologické membrány v organismu. Methylrtuť vzniká 
působením některých bakterií žijících v sedimentu na anorganické formy rtuti nebo na 
elementární rtuť. Ze sedimentu se methylrtuť desorbuje do vody, z ní vstupuje do vodních 
organismů a dále pokračuje potravním řetězcem. Dalším významným alkylderivátem je 
dimethylrtuť, vyskytující se převážně ve velkých hloubkách v oceánech. Její význam v geo-
biochemickém cyklu rtuti nebyl ještě zcela objasněn. Vzhledem k tomu, že každá forma rtuti 
má v závislosti na matrici jinou ekotoxicitu, je důležité stanovovat v životním prostředí nejen 
celkovou rtuť, ale také zastoupení jejích jednotlivých derivátů. 
Mezi nejčastěji využívané techniky pro separaci specií rtuti patří plynová chromatografie, 
kapalinová chromatografie a kapilární elektroforéza. Tyto separační techniky se poté doplňují 
vhodnou detekcí. Ve spojení s plynovou chromatografií se nejčastěji využívá hmotnostní 
spektrometrie, hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem, detektor 
elektronového záchytu a atomová fluorescenční spektrometrie. Ve spojení s kapalinovou 
chromatografií se pak nejčastěji využívá atomová fluorescenční spektrometrie s technikou 
generace studených par a hmotnostní spektrometrie. V této práci bude použita technika 




2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Formy a zdroje rtuti v životním prostředí 
Rtuť se v životním prostředí vyskytuje ve třech základních formách. Elementární rtuť 
(Hg0) je kapalný kov s nízkým bodem tání (-38,9 °C) a poměrně vysokým bodem varu 
(356,7 °C). Je to stříbrolesklý kov s poměrně vysokou tenzí par a její páry jsou téměř 
výhradně jednoatomové. Elementární rtuť je hlavní forma rtuti v atmosféře, avšak ve vodě je 
téměř nerozpustná (0,08 mg . l-1 při 25 °C). 
Hlavní zdroje elementární rtuti v životním prostředí jsou [1-2]: 
? příprava amalgámů 
? výroba barometrů 
? bronzování 
? stomatologie 
? fotografický průmysl 
? rafinace rtuti 
? výroba barev a laků   
Druhou formou rtuti jsou její anorganické soli, ve kterých má rtuť oxidační číslo +I  
(Hg22+) nebo +II (Hg2+). Mezi nejběžnější sloučeniny jednomocné rtuti patří halogenidy, 
z nichž nejvyužívanější je chlorid rtuťný, tj. kalomel (Hg2Cl2), který je poměrně málo 
rozpustný ve vodě (2 mg.l-1 při 25 °C), proto je méně toxický než jiné sloučeniny rtuti. 
Dvojmocná rtuť vytváří větší množství sloučenin např. oxidy, sulfidy, halogenidy, dusičnany, 
chloristany a sírany. Rtuť je také velice často centrálním atomem koordinačních sloučenin. 
Sloučeniny dvojmocné rtuti jsou obvykle také těžko rozpustné ve vodě, ale rtuťnaté kationty 
se v atmosféře obvykle vážou na kapky vody nebo prachové částice. [2]  
Hlavní zdroje anorganické rtuti v životním prostředí jsou [1]: 
? výroba desinfekčních prostředků 
? výroba barviv 
? produkce výbušnin 
? kožešnictví 
? laboratorní výzkum 
? vycpavačství  
Organokovové sloučeniny rtuti obvykle obsahují dvojmocnou formu rtuti, na kterou jsou 
navázány uhlovodíkové zbytky (nejčastěji methyl, ethyl nebo fenyl). Pokud je na rtuť navázán 
pouze jeden uhlovodíkový zbytek, tento kation tvoří obvykle sloučeninu s halogenidovým, 
dusičnanovým, sulfidovým nebo síranovým anionem. Nejvýznamnějšími organokovovými 
sloučeninami jsou monomethylrtuť a dimethylrtuť. Monomethylrtuť (CH3Hg+) je dobře 
rozpustná ve vodě a je relativně stabilní díky přítomnosti kovalentní vazby C – Hg. 
Dimethylrtuť ((CH3)2Hg) je méně stabilní, méně rozpustná ve vodě a těkavá. [2]  
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Hlavní zdroje organické rtuti v životním prostředí [1]: 
? baktericidní přípravou 
? výroba léků 
? balzamování 
? produkce insekticidů 
? histologie 
? zemědělství 
? ošetřování osiva  
2.2 Toxické vlastnosti rtuti a jejích sloučenin 
Toxické působení kovové rtuti, anorganických sloučenin rtuti a organických sloučenin 
rtuti se liší. Toxicita je přímo ovlivněna délkou expozice. Rtuť má vliv na funkčnost enzymů, 
protože se váže na jejich thiolové skupiny. Také se váže na sérový albumin a hemoglobin, 
čímž poškozuje krevní buňky. Vazbou rtuti na buněčné membrány může být inhibován 
transport živin do buňky, hlavně sacharidů, a zvyšována propustnost membrán pro draslík. 
Nedostatečným transportem sacharidů do mozkových buněk může dojít k jejich 
energetickému deficitu a zvýšená propustnost draslíku membránami způsobuje poruchy 
přenosů nervových impulzů z mozku. 
V případech požití elementární rtuti obvykle dochází k jejímu vyloučení bez dopadu na 
organismus. Proto je tato forma rtuti nejméně toxická. Dochází však často k jejímu 
vypařování do ovzduší nebo jejímu transformování na methylrtuť methanogenními 
bakteriemi. Páry rtuti jsou neintenzivněji absorbovány plícemi do krevního oběhu a pak do 
mozku. Expozice parami rtuti vyvolává únavu, podrážděnost, nespavost, poruchy jemné 
motoriky, třesy končetin a poruchy paměti. Silné expozice mohou způsobit i smrt. 
Anorganické sloučeniny rtuti jsou mírně toxické, přičemž sloučeniny jednomocné rtuti jsou 
méně toxické než sloučeniny dvojmocné rtuti, protože jsou méně rozpustné ve vodě 
a kyselém prostředí. Rtuťné sloučeniny mohou být příčinou tzv. růžové nemoci dětí, která se 
projevuje hypersekrecí potních žláz, světloplachostí, horečkou, typicky zbarvenou vyrážkou, 
otoky prstů, zduřením mízních a slezinných uzlin a rohovatěním s následným odlupováním 
pokožky. Anorganické sloučeniny rtuti jsou také častou příčinou poškození ledvin. Mezi 
nejnebezpečnější sloučeniny rtuti patří methylrtuť. Nejčastěji se vyskytuje v rybím mase, do 
něhož se dostává, protože je dobře rozpustná v tucích. Tímto způsobem se dostává potravním 
řetězcem až k člověku, během této cesty se zakoncentrovává. Nejnebezpečnější vlastností  
methylrtuti, která přispívá k její vysoké toxicitě, je schopnost překračovat bariéry 
v organismu, plodovou placentu a hematoencefalitickou bariéru mezi krví a mozkem. Tato 
vlastnost také způsobuje její embryotoxicitu a mutagenitu. U malých dětí může způsobovat 
také smyslové poruchy jako hluchotu, slepotu a ztrátu chuti. U dospělých často způsobuje třes 
těla. 
V přírodě se methylrtuť nejčastěji vyskytuje v rybách, přičemž sladkovodní ryby jsou 
vůči ní méně odolné než mořské díky obsahu selenu v mořské vodě, který je antagonistou 
rtuti. Rtuť poškozuje i řasy a bezobratlé organismy. Rtuť v půdách také často přechází do 
rostlin, nejznámějším příkladem jsou obilniny. 
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2.3 Toxokinetika rtuti 
Elementární rtuť (Hg0) je nejčastěji absorbována plicními alveolami a poté je 
transportována krví do mozku a ostatních orgánů. Kovová rtuť je oxidována v červených 
krvinkách na ionty rtuťnaté a ty jsou jen velmi pomalu vylučovány z těla močí. Poločas 
vyloučení z těla je u rtuti 60 dní. Pokud dojde k pozření chloridu rtuťnatého, rozpustí se velice 
rychle v žaludku a rychle se také absorbuje do těla. Nastává široká distribuce po celém těle, 
rtuť je pak vylučována střevy, ledvinami, játry a kůží. 
Organická rtuť je dobře absorbovatelná nejen orálně, ale také kůží, a distribuována po 
těle. Methylrtuť je distribuována stejně jako ostatní organické sloučeniny rtuti ale s velkou 
koncentrací v krvi a centrální nervové soustavě. Některé přechody z methylrtuti na jiné 
sloučeniny obsahující rtuť byly pozorovány ve svalové tkáni. Hlavní cesta eliminace 
organické rtuti z organismu je prostřednictvím výkalů. [1] 
2.4 Příznaky otravy rtutí 
Příznaky otravy rtutí se výrazně liší podle typu rtuti a také typu otravy, která může být 
buď akutní nebo chronická. Příznaky těchto otrav byly zkoumány převážně na případech 
havárií. Akutní expozice elementární rtutí obvykle způsobuje podráždění dýchacích cest a 
pneumonii. Dále byla také pozorována kovová chuť v ústech a zánět dásní. Anorganická rtuť 
často způsobuje závažné poruchy trávicího traktu, kopřivku a tvorbu puchýřů. Závažné akutní 
expozice mohou způsobovat také neurologické poruchy a problémy močových cest. 
Chronické expozice rtutí se projevují neurologickými potížemi a poškozením ledvin. [1] 
2.5 Léčba otravy rtutí 
V případě orálního požití anorganické rtuti je nutné se snažit o okamžité odstranění 
z gastrointestinálního traktu. Toho můžeme dosáhnout tím, že vyvoláme zvracení nebo 
provedeme výplach žaludku. Poté je dobré podat aktivní uhlí. Pacient musí být následně 
pozorován pro případ šoku, obvyklá je výrazná ztráta tekutin a krvácení. Podávání tekutin je 
také důležité pro potlačení nebo zmírnění šokového stavu. 
Chelatační činidla jsou často používána při expozici rtutí. Alkylderiváty rtuti na ně však 
nereagují. Kromě EDTA se používají obvyklá chelatační činidla. Mezi ta, která jsou vysoce 
účinná, patří dimercaprol, penicillamine, DMSA (dimerkaptosukciniová kyselina) a DMSP 
(dimerkaptopropansulfonát). Tato terapie je ale velmi nebezpečná, protože tato chelatační 
činidla způsobují poškození ledvin. Ale pokud není možná jiná efektivní léčba, je možné je 
použít. Zvláštní režim pak zahrnuje jejich použití u pacientů s poruchou ledvin. Poslední 
výzkumy v této oblasti ukazují, že DMSA a DMSP jsou mnohem vhodnější než dimerkaprol 
pro léčbu takových otrav rtutí, kde se obáváme poškození centrální nervové soustavy. [1] 
2.6 Bio-geochemický cyklus rtuti 
Bio-geochemický cyklus rtuti je charakterizován jako součet všech vstupů a výstupů 
sloučenin rtuti v daném ekosystému. [3] Bio-geochemický cyklus rtuti byl předmětem 
intenzivního výzkumu posledních 15 let, kdy bylo o tomto cyklu uvažováno také v kontextu 
rovnováh hmoty, koncentrací v jednotlivých složkách životního prostředí a chemických 
reakcí a jejich rychlostí. Tento cyklus obsahuje čtyři vzájemně silně propojené části: 
atmosférickou, terestrickou, akvatickou a biologickou. V atmosférické části má nejvyšší 
zastoupení plynná elementární rtuť (Hg0), ale hlavní formou rtuti, která je deponována 
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z atmosféry, je dvojmocná (Hg+II). Převažující formou rtuti v terestrickém prostředí je 
dvojmocná rtuť (Hg+II), která je v půdě vázána na její organickou složku. V akvatickém 
systému převažují sloučeniny typu Hg-ligand, které jsou obsaženy ve vodě, a dvojmocná rtuť 
(Hg+II), která je součástí sedimentu. Biologické složce prostředí výrazně dominuje methylrtuť. 
Rtuť je velice reaktivní a v životním prostředí velice snadno přechází mezi jednotlivými 
složkami. [4] 
Do atmosféry se elementární rtuť (Hg0) v plynné fázi a některé sloučeniny dvojmocné 
rtuti (Hg+II) nejčastěji dostávají emisemi z antropogenních nebo přírodních zdrojů. 
Elementární rtuť se v atmosféře oxiduje na dvojmocnou, která z atmosféry poté putuje suchou 
nebo mokrou depozicí do vodního nebo terestrického prostředí. Dvojmocná rtuť, která je 
takto deponována na zemský povrch, se obvykle sorbuje na organické sloučeniny v humusové 
vrstvě půdy, především huminové kyseliny, s nimiž tvoří velice stabilní komplexy. Množství 
takto uložené rtuti v půdě mnohonásobně překračuje množství rtuti ve vodním nebo 
atmosférickém ekosystému, protože doba pobytu rtuti v půdě je mnohonásobně delší než 
v ostatních abiotických složkách prostředí. Do budoucna můžeme tedy půdu považovat za 
zdroj znečištění rtuti pro jiné složky prostředí. Dvojmocná rtuť (Hg+II) může být po čase 
v půdě redukována na elementární (Hg0) a emitována zpět do atmosféry a nebo pomalu 
vymývána do akvatického systému. Velice důležitou částí bio-geochemického cyklu rtuti 
v životním prostředí je také její absorpce biotou, transformace jednotlivých chemických 
forem rtuti a jejich bioakumulace. Cyklus sloučenin rtuti se neustále opakuje  a rtuť je tak 
v neustálém koloběhu mezi složkami životního prostředí kromě rtuti, která je navázána 
v nerozpustných sloučeninách v sedimentu nebo půdě, a rtuti, která je akumulována 
v potravních řetězcích a nemůže být znovu uvolněna do atmosféry. [3] 
Do přirozeného bio-geochemického cyklu rtuti v posledních dvou staletích výrazně 
zasáhl člověk. Antropogenní emise obrovsky zvýšily množství rtuti, které je momentálně 
v koloběhu mezi atmosférickou a terestrickou složkou životního prostředí. Díky možnosti 
transportu elementární rtuti (Hg0) v atmosféře na velké vzdálenosti se tak obsah rtuti ve všech 
složkách životního prostředí stal globálním ekologickým problémem. Odhaduje se, že asi 2/3 
z celkového množství rtuti v životním prostředí pochází z antropogenních zdrojů a pouhá 1/3 




Obr.  2.1 Bio-geochemický cyklus rtuti bez antropogenních vlivů [39] 
 
 
Obr.  2.2 Bio-geochemický cyklus rtuti včetně antropogenních vlivů [39] 
 
2.6.1 Atmosféra 
Více než 95% celkové rtuti v atmosféře je elementární rtuť (Hg0). Zbylá procenta tvoří 
iontové částice Hg+II, plynná dvojmocná rtuť a příležitostně stopová množství methylrtuti. 
Všechny formy rtuti jsou v atmosféře transportovány. Dvojmocná rtuť a rtuťnaté ionty jsou 
unášeny pouze na krátké vzdálenosti do několika desítek kilometrů a čas, po který setrvávají 
v atmosféře, je velice krátký. Naproti tomu elementární rtuť je v atmosféře transportována na 
obrovské vzdálenosti a je schopna v ní přetrvávat průměrně 1 rok, než dojde k její oxidaci 
a následné depozici suchou nebo mokrou cestou. Jednomocná rtuť je stabilní pouze jako 
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dimer (Hg22+). Ve vzorcích atmosféry je velice těžko stanovitelná, protože se okamžitě 
rozpadá na Hg0 a Hg2+. Z tohoto důvodu byla vždy detekována pouze velmi malá množství 
tohoto dimeru. Mnohá měření také poukázala na fakt, že nad volným oceánem se koncentrace 
plynné elementární rtuti zvyšuje směrem od jižní k severní polokouli. Tento jev je způsobený 
tím, že na severní polokouli se nacházejí větší zdroje rtuti, protože je mnohem více 
industrializovaná a hustě zalidněná. Toto zjištění také poukazuje na to, jak velkou měrou se 
antropogenní činnost podílí na celkových emisích rtuti. Další výzkumy také objevily, že 
v atmosféře nad póly dochází po skončení polární noci k nárůstu oxidace elementární rtuti na 
dvojmocnou a ta je poté z atmosféry deponována do dalších složek životního prostředí. Tento 
fakt potvrzuje hypotézu, která uvádí možnou souvislost mezi přítomností par rtuti v troposféře 
a ztenčováním ozónové vrstvy. Elementární rtuť totiž v atmosféře reaguje s hydroxylovými 
radikály vznikajícími z ozónu  a vodních par a tvoří oxid rtuťnatý. [3-5, 9] 
2.6.2 Terestrické prostředí 
V poslední době se ukazuje, že půda je největší zásobárnou rtuti v ekosystému. Rtuť, 
která do půdy vstoupí suchou nebo mokrou depozicí z atmosféry, se tam váže do komplexů 
s huminovými látkami, které jsou velmi stabilní, a rtuť takto zůstává v půdě velice dlouho. 
Toxicita, rozpustnost a těkavost rtuti je značně ovlivněna vlastnostmi půdy, ve které se rtuť 
vyskytuje. Protože každá část půdy má jiné vlastnosti, které by se musely zvlášť stanovit pro 
každý jednotlivý úsek, je dat, která by se dala generalizovat pro všechna stanovení rtuti, 
velice málo. Faktory určující rozdělení forem rtuti v půdách jsou hlavně pH a redox potenciál 
půdního prostředí. Ve většině povrchových půd převažuje dvojmocná rtuť, která je sorbována 
primárně na humusovou vrstvu a sekundárně pak na minerální složky v půdě. Výzkumy 
prokázaly , že obsah rtuti v humusové vrstvě a v minerální vrstvě, která ležela hned pod ní, se 
liší desítkami nanogramů. Dvojmocná rtuť se také dobře adsorbuje na povrchy jílových 
materiálů a hydratovaných oxidů Fe a Mn. Půdy v okolí bodových zdrojů znečištění, jako jsou 
např. ložiska cinabaritu (HgS2) nebo uzavřená rýžoviště zlata, jsou mnohem více 
kontaminovány rtutí. Formy rtuti v těchto lokalitách závisí na původní formě rtuti, na druhu 
činnosti, která zde byla provozována, a také na chemických vlastnostech a struktuře půdy 
v daném místě. Velmi málo dat je dostupných o obsahu methylrtuti v půdách. Některé 
výzkumy potvrdily její přítomnost v půdách, které nemohly být methylrtutí přímo 
kontaminovány. Tím se potvrdilo, že malé množství methylrtuti je tvořeno přímo v půdách. 
[4]  Průměrná koncentrace celkové rtuti, která je obsažena v nekontaminovaných půdách, je 
přibližně 0,02 – 0,2 μg.g-1. Kontaminované půdy např. v ostravském regionu obsahují až 
9,5 μg.g-1. [9] 
2.6.3 Vodní ekosystém 
Ve vodním ekosystému se provádějí tři základní stanovení týkající se rtuti. Stanovuje se: 
methylrtuť, elementární rtuť a celkový obsah rtuti. Prostřednictvím těchto stanovení bylo 
zjištěno, že methylace rtuti s následnou expozicí biologických složek ekosystému vzniklou 
methylrtutí je mnohem vyšší než v terestrickém prostředí. Dalším faktorem, který se 
v poslední době zjišťuje, je tzv. „reaktivní rtuť“. Tato hodnota se rovná množství rtuti, které je 
redukováno chloridem cínatým, avšak podmínky stanovení zatím nebyly jednoznačně 
definovány, a proto nepatří ke standardním ukazatelům. Metody separace koloidních 
i rozpuštěných sloučenin rtuti se neustále vyvíjejí a zdokonalují, proto se dá očekávat 
významný posun v této oblasti. Dimethylrtuť byla pozorována v mořských ekosystémech 
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pouze ve stopových množstvích. K jejímu potvrzení v sladkovodních ekosystémech však 
doposud nedošlo a tak zůstává její skutečný význam v bio-geochemickém cyklu rtuti 
neobjasněn. [4]  
Pokud nehovoříme o ojedinělých geochemických podmínkách nebo o místech, která leží 
v blízkosti nalezišť rtuti nebo v blízkosti významných antropogenních zdrojů kontaminace, je 
koncentrace všech forem rtuti v přírodních vodách velice nízká. V ČR se koncentrace 
v nekontaminovaných povrchových vodách pohybuje desetinách až jednotkách ng.l-1. Je to 
způsobeno převážně faktem, že přirozeně se vyskytující sloučeniny rtuti mají velmi nízkou 
rozpustnost ve vodě na rozdíl od komplexů s organickými a anorganickými ligandy. Přesné 
stanovení celkového obsahu rtuti ve vzorku a přesné stanovení kolik z tohoto množství je ve 
formě methylrtuti nebo jiných sloučenin je obtížné a může být dosaženo velice pečlivou fází 
odběru a zpracování vzorku tak, aby nedošlo ke kontaminaci. [4]  
Převládající forma rtuti ve vodním ekosystému je silně ovlivněna chemickými 
podmínkami ve vodě, hlavně redoxním potenciálem, pH, přítomností a množstvím 
organických a anorganických ligandů. Dvojmocná rtuť (Hg+II)  a methylrtuť jsou  velice silně 
ovlivněny fyzikálně-chemickými podmínkami ve vodě a tvoří iontové páry s přítomnými 
ligandy. V oxických podmínkách povrchových vod dvojmocná rtuť (Hg+II) a methylrtuť tvoří 
iontový pár nejčastěji s rozpuštěnými organickými látkami nebo chloridy. Při anoxických 
podmínkách, které mohou nastat ve vodách v těsné blízkosti dna nebo v pórech sedimentu, je 
iontovým párem dvojmocné rtuti (Hg+II) a methylrtuti sulfid nebo sulfhydrylový komplex. 
Komplexace Hg+II právě se sulfidy může výrazně ovlivnit dostupnost rtuti k methylaci 
mikroby. Významným indikátorem znečištění vod rtutí jsou sedimenty dna. Rtuť přechází 
z vody do sedimentů dna tekoucích vod i nádrží , tam se hromadí nejčastěji ve formě sulfidu. 
Akumulační koeficient celkové rtuti při přechodu z vody do sedimentů je přibližně 104.  
Obsah rtuti v těchto sedimentech záleží na konkrétních vlastnostech sedimentu a stupni 
zatížení dané lokality. Sedimenty ve kterých převažuje bahno a organické části mají obvykle 
vyšší obsah rtuti než sedimenty, které jsou převážně písčitého charakteru. [4] 
Povrchové vody s vysokou koncentrací huminových látek mají obvykle také vyšší 
koncentraci celkové rtuti, což ukazuje vliv organických látek přírodního původu na 
rozpustnost a transport sloučenin rtuti ve vodním ekosystému. Proto povrchové vody 
vysoušených oblastí s geologickým výskytem rtuti nebo oblasti kontaminované hlušinou 
z těžby cinabaritu nebo zlata překračují  deseti- až stonásobně běžné koncentrace celkové 
rtuti. [4]  Obsah methylrtuti ve vodním sloupci také zvyšuje resuspendace methylrtuti 
z povrchových vrstev sedimentu. Tato resuspendace má také vliv na zoobenthos, který se živí 
filtrací sedimentu. [11] 
Obsah methylrtuti ve sladkých vodách je obecně vyšší než v mořských. Tento fakt 
vyplývá z inhibice methylace nadbytkem sulfidu, nahromaděného v pórovitých vodách 
v oblasti hypolimnia brakických ekosystémů nebo z obecně nízké hladiny rozpuštěných 
organických látek v mořském ekosystému. [4]  
Mnoho výzkumů se také věnuje obsahu methylrtuti v mokřadech a v povrchových 
vodách, které slouží jako jejich drenážní systémy. Bylo prokázáno, že biochemické podmínky 
v mokřadech jsou velice příznivé pro methylaci rtuti a následná komplexace methylrtuti 
s organickou hmotou v mokřadu usnadňuje její vyplavování po proudu pomocí drenážních 
systémů povrchových vod. [4]  Výzkumy také dokazují, že některé druhy vodních rostlin 
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dokáží methylovat anorganickou rtuť přijímanou z vodního sloupce. Zdá se také, že tyto 
rostliny nemají demethylační schopnost. Suchozemské rostliny anorganickou rtuť přijímají 
pouze do kořenového systému a k jejímu transportu do dalších částí rostliny nedochází.[7] 
Obecně můžeme říci, že podíl methylrtuti na celkovém obsahu rtuti při oxických 
podmínkách je nižší ( 5 – 10%) než při anoxických, kde je methylrtuť výrazně dominující. 
Dalším z faktorů ovlivňujících obsah elementární rtuti (Hg0) ve vodě je sluneční světlo. 
Během působení slunečního záření se obsah rtuti ve vodním sloupci zvýšil, zatímco v noci se 
opět nastolila rovnováha mezi obsahem rtuti ve vodě a v atmosféře. [4]   
Jen velice málo studií se zaměřuje na obsah dimethylrtuti ve vodním prostředí. Nedávno 
však bylo prokázáno, že dimethylrtuť se velice široce vyskytuje ve vodách oceánu. Její 
koncentrace jsou však velmi nízké a její výskyt závisí na specifických podmínkách lokality. 
Dimethylrtuť se obvykle vyskytuje ve vyšších koncentracích ve velkých hloubkách a do 
vodního sloupce je přenášena pouze mořskými proudy, v teplejších vodách v blízkosti hladiny 
rychle těká do atmosféry. [12] 
2.7 Methylační reakce 
Objasnění konceptu biomethylace je přisuzováno Challengerovi, který poprvé popsal 
chemické kroky zahrnující přesun methylové skupiny CH3 transmethylačním procesem 
z biologické molekuly k atomu kovu, který je akceptorem. Ve svém výzkumu používal 
sloučeninu trimethylarsenu a navrhl sérii reakcí biomethylace arsenu, selenu nebo teluru. 
Přesto však otázka přesného původu methylové skupiny nebyla zcela objasněna. Vědci 
později objevili adici methioninu na enzym ledvin, která vedla k utvoření S-
adenosylmethioninu, universálního donoru methylové skupiny. Základní mechanismus 
methylačního procesu bez přítomnosti enzymů  byl navrhnut Challengerem. Ten popsal jako 
první nukleofilní  atak atomu arsenu na methylovou skupinu, který způsobí přesun methylové 
skupiny z S-adenosylhomocysteinu k akceptoru. [7] 
2.7.1 Biomethylační proces 
Biochemickou funkci methylace můžeme najít v syntézách velkého množství biomolekul, 
protože poskytuje téměř trvalou ochranu reaktivních center, protože je energeticky nevýhodné 
přesouvat methylovou skupinu z organických molekul obsahujících uhlík nebo dusík. 
Například methylace dusíkatých bází slouží jako kontrola transkripce DNA a translokace 
kódů na RNA. Hlavním transferním nosičem methylových skupin je vitamín B12, kobalamin. 
Patří mezi jednu z nejkomplikovanějších koordinačních sloučenin v přírodě. Jedním 
z nejdůležitějších znaků chemie kobalaminu je jeho schopnost tvořit alkylderiváty s mnoha 
substráty, včetně mnoha iontů kovů. Jádro jeho molekuly je má podobnou strukturu jako 
systém železo-porfyrin, ale centrálním atomem je kobalt. Kobalt v tomto komplexu může 
nabývat tří různých oxidačních stavů (+I, +II, +III), proto jsou také známy tři základní formy 
molekuly kobalaminu. Všechny tři formy jsou schopné se zapojit do methylačních procesů. 
V posledních několika dekádách bylo uskutečněno mnoho výzkumů transferu methylu 
z kobalaminu na jiné akceptory, studie in vitro prokázaly, že existují tři různé mechanismy 





2.7.1.1 Elektrofilní atak 
Ion kobaltu ve vitamínu B12 se může vyskytovat v oxidačním stupni +III a karbanion 
CH3- bude vytvořen elektrofilním atakem dobrého elektronového akceptoru, jako např. 
Hg2+, na sp3 atom uhlíku (SE2 mechanismus). Trans-methylace je rychlá a CH3Hg+ je 
uvolněna do roztoku. Reakce mezi rtutí a kobalaminem může být ovlivněna koordinací mezi 
iontem rtuti a 5,6-dimethylbenzimidazolovou bází. Tyto interakce mohou značně zpomalit 
přesun karbanionu z atomu kobaltu. Ostatní elektrofilní kovy, o kterých je známo, že za 
laboratorních podmínek reagují s methylkobalaminem, jsou paladium, thalium a olovo. Díky 
tomu, že methylová skupina podléhá transferu k elektrofilnímu atomu kovu, faktory, které 
mohou zvýšit elektrofilní povahu kovu, mohou také urychlit reakci s methylkobalaminem. [7] 
 
 
2.7.1.2 Radikálový atak 
Homolytické rozštěpení vazby Co-C zahrnující přesun methylového radikálu 
z methylkobalaminu způsobeného atakem kovu se objevuje u kovů, jako jsou cín, chróm 
a zlato. Tento mechanismus vyžaduje vznik radikálu příslušného kovu, který bude schopen 
atakovat vazbu Co-C v methylkobalaminu. V případě cínu může být radikálový meziprodukt 
vytvořen přesunem samotného elektronu z cínatého kationu (Sn+II) do iontu kovu v jeho 
redukovaném stavu konjugovaného redoxního páru jako např. Fe+III/Fe+II. Tato reakce může 
být zapsána následující způsobem: 




Oxidační stav +III není pro cín energeticky výhodný, vysoce reaktivní radikál Sn+III• 
podněcuje hemolytické štěpení Co-C vazby, která má a následek tvorbu methylového radikálu 
CH3• : 
 
Methylový radikál, který takto vznikne, produkuje monomethylcín, ve kterém je cín 
v oxidační stupni +IV. Redukovaný kobalamin je regenerován a vrácen zpět do methylačního 
procesu. [7] 
2.7.2 Abiotické methylační reakce 
Kromě methylačních procesů, které probíhají za přítomnosti bakterií, bylo zjištěno, že 
methylace probíhá mnoha způsoby i za abiotických podmínek. Možností abiotické methylace 
je mnoho. Tyto reakce mohou probíhat jako oxidativní adice methylkarboniového iontu 
(CH3+), nukleofilní atak methylkarbaniontu (CH3-), různé dismutace, disproporcionace 
a substituční reakce. Nejznámější biotický methylační činitel je jodomethan (CH3I), metabolit 
vytvářený chaluhami, který můžeme nalézt v celém mořském ekosystému. Jodomethan je 
donor karbonových iontů, které reagují s některými kovy, které mají k dispozici volný 
elektronový pár. Tato reakce probíhá jako oxidativní adice: 
RnM: + CH3I → RnM+:CH3 + I- 
kde Rn  reprezentuje organické radikály (alkylovou nebo arylovou skupinu) navázané obvykle 
na atom kovu M. Tato reakce je částečně účinná pro cín, ale ostatní donory karboniových 
iontů, jako např. dimethylsulfid ((CH3)2S), jsou také účinné pro methylaci olova (Pb+II).  
Biotické methylace rtuti složkami půdy a huminovými látkami z vodního prostředí jsou 
považovány za možné methylační agenty, ale dosud nebyla tato jejich role v bio-
geochemickém cyklu rtuti potvrzena. Bylo však zjištěno, že v přírodě se málo vyskytující 
fenol (2,6-di-t-butyl-4-methylfenol), umí aktivně methylovat rtuť při pH 3 a teplotě 70 °C. 
Protože tyto podmínky se v přírodě téměř nevyskytují, je toto zjištění znamením toho, že 
molekuly přírodního nebo antropogenního původu mohou přispívat a pravděpodobně 
přispívají k methylaci rtuti v ekosystému. Dalším zjištěním, který tuto teorii potvrzuje, je 
objev přesunu methylové skupiny z molekuly methylcínu na atom rtuti za utvoření methylrtuti 
v oxických mořských vodách v rozmezí pH 6,5 až 8. Relativní počty methylačních reakcí se 
snižují v pořadí monomethylcín, trimethylcín a dimethylcín.[7] 
2.8 Přestup sloučenin rtuti přes biologickou membránu 
Příjem organokovů žijícími organismy zahrnuje dvě důležité formy transportu. První je 
přestup přes epithelární membránu a druhý je přestup přes vnitřní buněčnou membránu. Tyto 
přestupy byly podrobně studovány hlavně různými lékařskými a farmaceutickými obory. 
Methylrtuť prokazuje silnou afinitu k sulfhydrylovým skupinám. Proto se za 
nejdůležitější krok bioakumulačního procesu methylrtuti považuje fixace forem rtuti na 
jednotlivé části membrány, jako jsou fosfolipidy a proteiny. Nebyly prokázány žádné změny 
  
 19
molekul, které nějakým způsobem pomáhají k transportu dovnitř molekuly. Proto se 
předpokládá, že transport  probíhá pouze jako rychlá difúze neutrálních molekul, např. HgCl20 
a CH3HgCl. Experimenty, které probíhaly na syntetických lipidových membránách, potvrdily, 
že tok těchto dvou molekul přes membránu je téměř identický. Tyto experimenty však byly 
prováděny bez přítomnosti SH- skupin a tak je jejich srovnání s reálnou membránou buňky 
omezené a je předmětem dalšího výzkumu. Jiný druh experimentů byl prováděn in vivo na 
krysách. Zde bylo zjištěno, že jednoduchá difúze neutrálních molekul hraje v celkovém 
přestupu forem rtuti přes biologickou membránu pravděpodobně minimální roli. Přepokládá 
se, že nejvýznamnějším transportním mechanismem je glutathionový transportní systém, 
který sloučí jako nosič rtuti přes biologickou membránu. 
Souhrnně lze říci, že přestup organokovů přes biologickou membránu je řízen jejich 
dvěma vlastnostmi: silným elektrofilním charakterem, který umožňuje jejich vazbu na 
thiolové skupiny, a možností tvořit neutrální molekuly s Cl- a OH-, umožňující jejich pasivní 
difúzi přes biologickou membránu. [7] 
2.9 Biodostupnost a bioakumulace rtuti v životním prostředí 
2.9.1 Biodostupnost a absorpce 
Biodostupnost je vlastností látky, v tomto případě rtuti a jejích sloučenin. Chemická látka 
je biodostupná, když může být přijímána organismem z okolního prostředí. Tomuto druhu 
biodostupnosti se říká tzv. vnější biodostupnost. Nižší vodní organismy přijímají methylrtuť 
přímo z vodního sloupce. Vyšší organismy přijímají rtuť požíráním nižších organismů, které 
jsou rtutí kontaminovány. Biodostupnost se také týká procesů uvnitř zažívacího traktu, 
kterými je rtuť uvolňována z matrice. Sloučeniny rtuti, které vstupují do zažívacího traktu 
nebo dýchacích cest, nemusí nutně hned vstoupit do krevního řečiště nebo cílových orgánů. 
Množství, které je takto transportováno, závisí na biodostupnosti a absorpci. [9] 
Vnější biodostupnost je převážně vlastností matrice, kdežto absorpce je vlastností 
určitého orgánu. Zažívací trakt a plíce se výrazně liší ve svých absorpčních vlastnostech pro 
každý druh sloučenin rtuti. Absorpce také závisí na věku, frekvenci příjmu potravy a jiných 
dietárních vlastnostech. Obecně je známo, že páry elementární rtuti jsou ve většině případů 
nejvíce přijímány plícemi (50-100%), ale absorpce kapalné elementární rtuti z trávicího traktu 
je nepatrná (<1%). Naproti tomu methylrtuť je přímo absorbována z trávicího traktu (téměř 
100%) a z plic. V krevním oběhu se rtuť stává součástí mnoha komplexních sloučenin. Tyto 
procesy ovlivňují množství rtuti vyměňované mezi krví a orgány. Těmto procesům se říká 
vnitřní biodostupnost. [9] 
2.9.2 Bioakumulace a biomagnifikace 
Vodní organismy mohou přijímat methylrtuť z potravy, vody nebo sedimentu 
a s pokračujícím příjmem ji bioakumulují, protože její eliminace z organismu je velmi pomalá 
v porovnání s množstvím, které organismus přijímá. Methylrtuť velice snadno přestupuje přes 
biologickou membránu a v potravním řetězci může několikanásobně zvýšit svou koncentraci. 
Většina rtuti v povrchových vodách a sedimentech je anorganická forma Hg+II, kdežto 
forma rtuti, která je akumulována v rybách a ve vyšších trofických úrovních potravního 
řetězce, je téměř výhradně methylrtuť. Některé druhy mořských ptáků živících se rybami 
a vodních savců vykazují vysoce proměnlivé množství anorganické rtuti ve svých vnitřních 
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orgánech, zvláště pak v ledvinách a játrech. Přítomnost anorganické rtuti v orgánech 
piscivorních ptáků a savců se obecně přisuzuje jejich schopnosti demethylovat methylrtuť. 
Přítomnost anorganické rtuti v orgánech proto neukazuje na její příjem z potravy ani na její 
bioakumulaci v organismu. 
Biomagnifikace je definována jako zvyšující se koncentrace kontaminantu společně se 
zvyšující se trofickou úrovní v potravním řetězci. Biomagnifikace methylrtuti v ekosystému je 
předmětem neustálého zkoumání, během něhož bylo zjištěno, že zákonitosti biomagnifikace 
methylrtuti ve vodním ekosystému jsou stejné nezávisle na tom, jak se mění vlastnosti daného 
ekosystému, jako jsou např. typ vodního ekosystému, zdroj kontaminace nebo intenzita 
znečištění. Vzájemným porovnáním mnoha výzkumů byla potvrzena dvě hlavní pravidla: 
1. koncentrace methylrtuti stoupá společně s trofickými úrovněmi ekosystému od 
vody a nižších trofických úrovní k rybám 
2. forma rtuti v podobě methylrtuti se zvyšuje společně se zvyšující se trofickou 
úrovní 
Vstup methylrtuti do základů potravní pyramidy není ještě detailně objasněn. Příjem 
anorganické rtuti methylujícími bakteriemi je však stěžejním krokem v procesu methylace 
rtuti a předpokladem k bioakumulaci a trofickému transferu rtuti v potravním řetězci. 
Množství methylrtuti v nejnižších trofických úrovních potravního řetězce je pevně napojeno 
na čistou produkci methylrtuti bakteriemi a rychlosti methylace těchto bakterií. Vliv na 
rychlost produkce má také prostředí, ve kterém se bakterie vyskytují; bylo prokázáno, že 
anoxické prostředí, které vzniklo např. zaplavením vegetace na břehu jezer, stimulovalo 
methylační procesy bakterií. Zvýšení této produkce vedlo ke zvýšení obsahu methylrtuti ve 
vodním sloupci. V návaznosti na to bylo zjištěno zvýšení obsahu methylrtuti nejprve 
v sestonu a fytoplanktonu a poté také v zooplanktonu. Bioakumulační faktor methylrtuti 
v zooplanktonu je stejný před i po zaplavení, jediné, co se změnilo, byly chemické podmínky 
ve vodě a koncentrace methylrtuti ve vodním sloupci. Z tohoto faktu tedy jasně vyplývá, že 
zvýšený přísun methylrtuti způsobuje její zvýšený obsah v planktonním potravním řetězci. 
Během zkoumání vztahů mezi obsahem methylrtuti v rybách a jejich potravě bylo zjištěno, že 
koncentrace methylrtuti v organismech na vrcholu potravního řetězce závisí na jeho délce 
(počtu trofických úrovní, které obsahuje). 
Na rozdíl od methylrtuti anorganická rtuť není přímo přenášena mezi trofickými 
úrovněmi a nepodléhá bioobohacování v potravním řetězci. Proto data ze stanovení celkového 
obsahu rtuti pro nižší trofické úrovně (voda, seston, rostliny a bezobratlí) mohou být matoucí 
a vést k chybným odhadům potenciálního transferu methylrtuti trofickými úrovněmi. 
2.9.2.1 Bioakumulace v rybách 
Bioakumulace rtuti byla nejintensivněji studována na rybách a dalších vodních 
organismech, protože ryby jsou primárním zdrojem methylrtuti v lidské potravě. Téměř 
veškerý obsah rtuti v rybí svalovině je ve formě methylrtuti. Pouze ve vodních ekosystémech, 
které jsou vysoce kontaminovány rozpuštěnou anorganickou rtutí, můžeme najít v rybích 
tkáních anorganickou rtuť. Ryby asimilují anorganickou rtuť méně účinně než methylrtuť 
a když ji absorbují, dochází k její rychlejší eliminaci z organismu. 
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Příjem methylrtuti z potravy tvoří 90% jejího celkového příjmu u volně žijících ryb a tyto 
ryby asimilují 65 až 80% z celkového obsahu methylrtuti v potravě. V laboratorních 
podmínkách mohou ryby přijímat methylrtuť přímo žábrami, pokud jsou vystaveny vysokým 
koncentracím, které vysoce překračují možné koncentrace methylrtuti v povrchových vodách. 
Režim příjmu nemá vliv na distribuci methylrtuti v organismu, kromě vlivu vysoké 
koncentrace methylrtuti na její obsah v žábrách a vlivu příjmu z potravy na obsah methylrtuti 
ve střevech. Po překročení střevní stěny se methylrtuť naváže na buňky červených krvinek 
a je transportována krevním řečištěm do všech orgánů a tkání, kde překračuje vnitřní 
membrány. Tato vnitřní distribuce probíhá velice rychle. Množství methylrtuti v krvi, slezině, 
játrech a ledvinách poklesne, pokud není ryba dále vystavena expozici methylrtuti v prostředí, 
protože velké množství methylrtuti je přemístěno do kosterních svalů. Zde se methylrtuť 
akumuluje navázáním na sulfurhydrylové skupiny proteinů. Vědci se domnívají, že k tomuto 
procesu dochází, protože organismus ryby se uložením methylrtuti do tkáně kosterních svalů 
brání expozici centrálního nervového systému. 
Zkoumáním rybích populací se zjistilo, že koncentrace methylrtuti ve svalové tkáni 
i celém těle ryby se zvyšuje se zvyšujícím se věkem a velikostí těla. Tyto zvyšující se 
koncentrace závislé na věku a velikosti těla jsou důsledkem velmi malé rychlosti eliminace 
methylrtuti v poměru k jejímu rychlému příjmu. Bioakumulace methylrtuti je ovlivněna řadou 
biotických, ekologických a environmentálních faktorů. Mnoho diferencí obsahu methylrtuti 
v rybách je přisuzováno právě odlišnostem mezi podmínkami v jednotlivých vodních 
nádržích. Tyto podmínky jsou vytvářeny hlavně bio-geochemickými procesy 
a transformacemi, které kontrolují obsah methylrtuti ve vodním sloupci. Klíčovým procesem, 
který ovlivňuje obsah methylrtuti ve vodě, je methylace anorganické rtuti biotickými procesy 
prostřednictvím bakterií. Intenzitu a rychlost methylace pak ovlivňuje teplota, velikost vodní 
plochy nebo obsah kyslíku ve vodě. Bylo prokázáno, že vyšší teplota pozitivně ovlivňuje 
proces methylace a inhibuje demethylační procesy. 
Příjem methylrtuti potravou a její následný obsah v rybách je ovlivněn hlavně jejich 
velikostí, dávkami a trofickou pozicí. Mezi piscivorními druhy se příjem methylrtuti z potravy 
a její následná akumulace zvyšuje se stářím jedince a skokově se zvýší v době, kdy je jedinec 
dostatečně velký, aby přešel do další trofické úrovně tím, že na místo bezobratlých začne 
konzumovat malé ryby. V dospělosti je obvyklé, že větší obsah methylrtuti je u samic, 
jikernaček, které musí konzumovat mnohem více potravy než samci, aby mohly být schopné 
produkovat jikry. Pouze malá část z celkového množství asimilované methylrtuti však přejde 
do jiker a je eliminována z těla samice během tření. Relativní kontaminace vodního 
ekosystému může být proto určena z informací o obsahu methylrtuti v rybách určitého stáří, 
druhu a trofické úrovně. 
Methylrtuť je neurotoxická, napadá centrální nervový systém. Dlouhodobá expozice 
u ryb způsobuje nekoordinované pohyby, snížení apetitu a nechutenství, utlumení pohybu 
a hladovění, které má za následek smrt. Ryby, které byly zkoumány při incidentu v Minamata 
Bay v Japonsku, projevovaly symptomy intoxikace jako ztrátu koordinace pohybu, pomalou 
nebo žádnou reakci na nebezpečí, vyhublost a léze na mozku. Úroveň expozice způsobující 
nežádoucí účinky na chování ryb je pravděpodobně mnohem nižší než úroveň expozice, která 
způsobuje zjevné toxické účinky. Mnoho typů chování ryb se mění v závislosti na 
podmínkách okolního prostředí, proto toto chování můžeme použít jako vhodný indikátor 
kontaminace vodního prostředí. Rybí chování je vhodným indikátorem zejména při úrovních 
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kontaminace, kdy ještě nedochází k výraznému zvýšení mortality. Nejčastěji dochází k tomu, 
že drobné ryby nejsou schopny vyhnout se svým predátorům a téměř na ně nereagují, na 
druhou stranu rybí predátoři ztrácejí schopnost pohotově reagovat na kořist, chytit ji a pozřít. 
Tyto změny v chování jsou pozorovány u ryb, které byly methylrtutí poškozeny už ve stádiu 
embrya. Výrazné nežádoucí účinky methylrtuti byly také pozorovány na rozmnožovací 
soustavě. Methylrtuť výrazně ovlivňuje vývoj gonád, úspěch tření a vylíhnutí potěru. 
Zdravotní stav kontaminovaného přeživšího potěru také není dobrý, embryolarvální stádia 
jsou na kontaminaci methylrtutí velice citlivá a obvykle ztrácejí schopnost uživit se 
a pokračovat tak ve svém vývoji. Ve srovnání s methylrtutí, které jsou embrya vystaveny 
z prostředí, je kontaminace methylrtutí z těla samice zanedbatelná. [4] [14] 
2.10 Stanovení alkylderivátů rtuti 
Stanovení alkylderivátů rtuti je prováděno tzv. speciační analýzou. Termín speciace 
označuje postup, jehož cílem je rozlišení a stanovení jednotlivých forem prvku ve sledovaném 
materiálu. Speciační analýza se také často popisuje jako stanovení koncentrací jednotlivých 
fyzikálně chemických forem prvku, jejichž součet tvoří celkovou koncentraci prvku ve vzorku 
(= definice podle Florence). [13] 
Navzdory rozvoji v oblasti instrumentace není stanovení specií rtuti často kvantitativní. 
Ačkoli byla dimethylrtuť nalezena v rybách, většina analytických metod neposkytuje 
spolehlivé výsledky. Pouze několik studií bylo zaměřeno na jiné formy sloučenin rtuti než na 
methylrtuť např. monoethylrtuť, monofenylrtuť nebo methoxyethylrtuť. [13] 
Speciační analýza sloučenin rtuti obsahuje tyto kroky: 
1. odběr vzorku, předúprava, uchování 
2. extrakce sloučenin Hg z matrice, přečištění, prekoncentrace 
3. separace forem rtuti 
4. detekce 
Vhodná analytická metoda závisí na původu a matrici vzorku a koncentraci analytu. 
Nejvíce obtížné pro stanovení specií rtuti jsou pevné fáze – biota, půdy nebo sedimenty. 
Extrakce z těchto vzorků je obtížná, protože se veškerý obsah specií rtuti je extrahován ze 
vzorku, některé specie rtuti se mezi sebou vzájemně transformují. Často se také extrakční 
krok kombinuje s přečištěním a prekoncentrací např. destilací, extrakcí rozpouštědlem atd. 
[13] 
2.10.1 Odběr vzorků, předúprava a uchování 
Veškeré vybavení zahrnující vzorkovací vybavení, laboratorní vybavení musí být pečlivě 
přečištěno, hlavně to, které přichází do kontaktu se vzorkem při stanoveních velmi nízkých  
koncentrací rtuti. Vzorky musí být uskladněné v prostředí, které je také dekontaminováno od 
rtuti. Vzorky by měly být zpracovány co nejrychleji po odběru. 
2.10.1.1 Vzorky vody 
Nejvhodnějšími materiály pro uskladnění vzorku a práci s ním jsou Pyrex a Teflon (PTFE 
nebo FEP). Na jejich vyčištění jsou vhodná některá čisticí činidla např. lučavka královská, 
kyselina chromová, kyselina dusičná. Konečné namáčení Teflonu v horké (70 °C) HCl 
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odstraní všechny oxidující sloučeniny, které by mohly reagovat se speciemi rtuti. Většina 
těkavých sloučeni rtuti přítomných ve vodě jsou elementární rtuť a dimethylrtuť. Tyto 
sloučeniny by měly být extrahovány ze vzorku neprodleně po odebrání aerací a následným 
zachycením na zlato, v případě elementární rtuti, a na Carbotrap nebo Tenax, v případě 
dimethylrtuti. Vzorky by měly být zfiltrovány a zakonzervovány dříve než dojde k jejich 
uskladnění. Pro stanovení celkového obsahu rtuti by měly být vzorky okyseleny HCl nebo 
HNO3.V případě stanovování monomethylrtuti mohou být vzorky okyseleny HCl a uchovány 
hlubokým zamrazením. [13] 
2.10.1.2 Vzorky vzduchu 
Analýzy celkové rtuti z plynného vzorku jsou dnes prováděny s vysokou přesností, na 
druhou stranu je zde stále mnoho problémů spojených se separací specifických forem rtuti ve 
vzduchu.  
Obecně se používají dva přístupy:  
1. selektivní adsorpční metody 
2. chromatografické metody 
Selektivní adsorpční metody umožňují separaci elementární rtuti, dvojmocné anorganické 
rtuti, monomethylrtuti a dimethylrtuti. Techniku plynové chromatografie je možné použít ke 
stanovení elementární rtuti, monomethylrtuti a dimethylrtuti. Monomethylrtuť a dimethylrtuť 
může být zachycena na Carbotrapu  nebo Tenaxu. Elementární rtuť je zadržena zlatými 
amalgamátory. [13] 
2.10.1.3 Biologické vzorky 
Důležitou frakcí zátěže rtuti v biotě, hlavně v rybách, je methylrtuť. Čerstvé vzorky jsou 
obvykle uskladněny hluboce zmrazené, lyofilizované v temnu nebo se někdy sterilizují. 
V některých organismech se ale methylrtuť může opakovaným zmrazením rozložit. [13] 
2.10.1.4 Vzorky sedimentu 
Ve vzorcích sedimentu je velice malé množství organických sloučenin rtuti, což dokazuje 
rovnováhu mezi methylačními a demethylačními procesy. Vzorky se obvykle analyzují 
čerstvé. Pokud je potřeba vzorek uskladnit, jsou takovéto vzorky uchovávány v chladu 
a temnu nebo lyofilizovány. Na získané hodnoty methylrtuti může mít vliv přečištění vzorku. 
Při některých výzkumech byly nalezeny značné rozdíly mezi analýzou mokrých a vysušených 
(lyiofilizovaných) sedimentů. Také bylo zjištěno, že vliv může mít i přítomnost kyslíku 
a pórové vody během preparace vzorku. [13] 
2.10.2 Extrakce sloučenin Hg z matrice, přečištění, prekoncentrace 
Extrakční krok je z celé speciační analýzy nejvíce problematický, protože vyžaduje 
kvantitativní a selektivní izolaci definovaných chemických forem. Extrakce může být 
provedena jedním nebo více reagenty, podle toho rozdělujeme extrakci na jednoduchou 
a sekvenční. [3] 
První metoda extrakce chemických forem rtuti byla vyvinuta Westööem. Při Westööho 
metodě jsou chemické formy rtuti z matrice uvolněny koncentrovanou HCl, dále následuje 
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extrakce uvolněných sloučenin rtuti do benzenu a jejich převedení zpět do vodné fáze pomocí 
hydroxidu amonného se síranem sodným. [3]  
2.10.2.1 Methylrtuť 
Většina metod stanovení methylrtuti vychází z kyselé nebo alkalické hydrolýzy 
kombinované s extrakcí rozpouštědlem. Kyselá hydrolýza bývá prováděna vyluhováním 
vzorku v HNO3 nebo HCl. Velice častá je také směs H2SO4, CuSO4 a KBr. Ta je následována 
extrakcí rozpouštědlem. Pro tuto analýzu jsou nejvhodnější rozpouštědla jako CH2Cl2, toluen 
nebo benzen, která jsou přidána do výluhu organické sloučeniny rtuti, která zůstane ve vodné 
fázi po odpaření rozpouštědla. Alkalická hydrolýza methylrtuti se provádí roztokem KOH 
v methanolu a je také následována extrakcí rozpouštědlem. Nakonec je vodný roztok 
probubláván dusíkem nebo argonem, aby se odstranily veškeré stopy rozpouštědla. 
Nedávno byla publikována metoda, ve které je organická rtuť extrahována směsí 
HCl/CH3OH nebo HAc-NaAc/HNO3. Tato metoda využívá postup derivatizace 1% NaBPh4 
nebo KBH4 a následné mikroextrakce na tuhou fázi, která současně slouží jako 
prekoncentrační krok a je vhodná pro detekční techniku plynové chromatografie.[17] 
Mikroextrakce na tuhou fázi (SPME) je rovnovážná technika, která je založena na 
distribuci rozpuštěné látky mezi PDMS fází a kapalnou fází. Na rozdíl od SPE nejsou analyty 
úplně extrahovány. Tato technika je založena na použití křemenného vlákna, které je pokryto 
vrstvou polydimetylsiloxanu, případně dalších materiálů. Vlákno je přilepeno na kovové 
jehle, která je uschována v kanyle. Během extrakce je vlákno vysunuto z kanyly do roztoku 
nebo do plynné fáze nad ním. Po nastolení rovnováhy je vlákno opět zasunuto zpět do kanyly, 
která se umístí do injektoru. Obvykle se tato technika používá v kombinaci se separací 
plynovou nebo kapalinovou chromatografií, kdy je analyt tepelně desorbován, případně 
extrahován mobilní fází z povrchu vlákna. Výhodou této techniky je malé potřebné množství 
vzorku, rychlost, absence organických rozpouštědel a malý vliv matrice. Nevýhodou pak 
může být krátká životnost vlákna a požadovaná kalibrace. [18] 
2.10.2.2 Etylrtuť 
Etylrtuť bývá také nalezena ve vzorcích půdy a sedimentů. Stejně jako u methylrtuti bývá 
pro extrakci použita směs CuSO4 a KBr a následně CH2Cl2. Grignardova činidla (směs 
butylmagnesium chlorid a dietylether) jsou přidána z důvodu přeměny vyextrahované etylrtuti 
na etylbutylrtuť. Tato extrakce je obvykle následována plynovou chromatografií s vhodnou 
detekční technikou. [17] 
2.10.2.3 Organortuťné sloučeniny 
Organortuťné sloučeniny lze velice dobře extrahovat kyselou hydrolýzou pomocí HCl 
nebo HNO3. Pro speciační analýzu jsou vhodné méně koncentrované kyseliny. Velice dobré 
výsledky poskytuje extrakce HCl v kombinaci s CuCl2, KBr, NaCl a kyselinou citronovou. 
kyselina citrónová v extrakční směsi eliminuje vliv Fe3+. Další velice výhodnou extrační 
směsí je HCl, kyselina citronová a 50% methanol. Všechny tyto techniky jsou obvykle 
spojeny s technikou mikrovlnné extrakce. [19] 
Mikrovlnná extrakce využívá zvýšení extrakční účinnosti pomocí zvýšené teploty 
působením mikrovlnného záření. Nádoby musí být samozřejmě tomuto záření propustné. 
Nádoby jsou také odolné vůči vysokým tlakům, při kterých extrakce probíhá a které umožňují 
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zahřátí rozpouštědla nad jeho bod varu při atmosférickém tlaku. Pro tento druh extrakce je 
nutné použít rozpouštědla, která absorbují mikrovlnné záření, např. methanol, acetonitril nebo 
aceton. [18] 
Protože množství organických sloučenin rtuti ve vzorcích vodního ekosystému jsou velmi 
nízká, je často nutné předřadit separaci ještě prekoncentrační krok. Při tomto kroku však 
nesmí docházet ke ztrátám analytu. Jednou z nejvíce používaných metod pro prekoncentraci 
vzorku je extrakce na tuhou fázi (SPE). 
Extrakce na tuhou fázi využívá zachycení molekul látky na tuhém sorbentu, přes který 
protéká vzorek. Využívá se tak chemických vlastností molekul, které v důsledku slabých 
mezimolekulových interakcí ulpívají na sorbentu (van der Waalsovy síly, vodíkové vazby 
a dipól-dipólové interakce, kation-aniontové interakce). Sorbenty jsou obvykle na bázi 
silikagelu, aluminy nebo gel oxidu hořečnatého a křemičitého. [18] 
2.10.3 Metody separace chemických forem rtuti 
Chemické formy rtuti jsou ve vzorcích vodního ekosystému obtížně detekovatelné, proto 
vyžadují citlivé separační techniky. Pro tyto účely se nejčastěji používají plynová 
chromatografie a vysoce účinná kapalinová chromatografie. 
2.10.3.1 Plynová chromatografie 
Důležitým krokem separace chemických forem rtuti plynovou chromatografií je jejich 
převedení na těkavé, termicky stabilní formy. Při derivatizaci nesmí docházet k porušení 
původních vazeb nebo vzájemné transformaci specií rtuti. Derivatizace také může sloužit 
k vyizolování analytů z matrice. Derivatizace může být provedena těmito činidly: 
? alkylací Grignardovými činidly v nevodném prostředí např. ButMgCl 
? alkylací tetraalkylboritany ve vodném prostředí pH 5-6 např. NaBEt4, NaBPh4, 
NaBPr4 
? tvorbou hydridů s KBH4 ve vodném prostředí [3] 
Výhodou tetraalkylboranů před Grignardovými činidly je, že derivatizace může být 
provedena ve vodném prostředí. Propylace se prokázala jako účinnější a rychlejší než ethylace 
nebo fenylace. Navíc při derivatizaci tetrapropylboritanem sodným je možné stanovit ve 
vzorku ethylrtuť. Navzdory tomu je ethylace nejpoužívanějším postupem. [20] Pro izolaci 
analytu a prekoncentraci je vhodné použít mikroextrakci na tuhou fázi (SPME). SPME 
používá nejčastěji polydimethylsiloxanové vlákno o různé tloušťce, která hraje důležitou roli 
v extrakční a desorpční kinetice. Později byly vyvinuty další materiály jako např. Carbowax. 
Ten byl účinný v případě stanovení methylrtuti. [21] Ve vlastní chromatografické separaci se 
používají kapilární chromatografické kolony s nepolárními typy fází na bázi 
polydimethylsiloxanu, popřípadě s 5 % fenylových skupin. [21]  Úspěšně bylo použito 




Obr.  2.3 Schéma plynového chromatografu [38] 
2.10.3.2 Vysoce účinná kapalinová chromatografie 
Výhodou použití vysoce účinné kapalinové chromatografie pro speciační analýzu rtuti je  
jednodušší příprava vzorku (příprava nevyžaduje derivatizaci). Separace také probíhá při 
laboratorní teplotě. Výhodou může být v některých případech i možnost dávkování většího 
množství vzorku. [3] Chromatografie  v systému obrácených fází má v environmentální 
speciaci velmi široké využití, na rozdíl chromatografie s normálními fázemi, protože 
stanovované sloučeniny jsou obvykle polární. [22] Stejně je tomu i u speciace chemických 
forem rtuti, kde se také používá systém obrácených fází využívající chelatačních nebo ion-
párových interakcí mezi modifikátorem mobilní fáze a analyty na jedné straně a hydrofobních 
interakcí mezi modifikátorem mobilní fáze a stacionární fází na straně druhé.[3] Modifikátory 
umožňují stanovit odlišné sloučeniny v jednom separačním kroku tvorbou komplexů se 




? směs 2-sulfanylethanolu s L-cysteinem 
? 1,5-difenyl – 3 thiokarbazon (dithizon) 
? diethyldithiokarbamát sodný (DDTC) 
? pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamát sodný (APDC) [3] 
? thiomočovina 
? sulfosalicylová kyselina [23] 
Mezi nejpoužívanější ion-párová činidla řadíme např. směs tetrabutylamonium-bromidu 
(TBA) s NaCl. 
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Vlastnímu stanovení HPLC se velmi často předřazuje prekoncentrace SPE. Pro sorpci 
sloučenin rtuti je možné použít mnoho náplní obsahující komplexotvorná činidla (často 
s obsahem síry). Nejčastěji se používá hydrofóbní sorbent (C18) s chelatačními činidly 
DDTC, APDC, 2-sulfanylethanol a dithizon. Eluce se poté provedena organickými 
rozpouštědly nebo elučními činidly obsahujícími silnější chelatační činidla. [19] 
Nejpoužívanější kolonou HPLC je chromatografická kolona s reverzní fází C18. 
 
 
Obr.  2.4 Schéma vysokoúčinného kapalinového chromatografu [38] 
2.10.3.3 Kapilární elektroforéza 
Kapilární elektroforéza je nejčastěji využívanou elektromigrační metodou pro stanovení 
specií rtuti. Vyznačuje se poměrně vysokou rozlišovací schopností, vysokou rychlostí analýzy  
a minimální spotřebou vzorku. [3] Pro speciační analýzu je nutné sloučeniny rtuti 
komplexovat vhodnými ligandy, a to ze dvou hlavních důvodů: za prvé, náboj mnoha 
anorganických i organických sloučenin rtuti se rovná téměř nule  a v roztoku jsou přítomny 
jako nedisociované molekuly, a za druhé, anorganické soli alkylderivátů  rtuti výrazněji 
neabsorbují  UV záření a vykazují velmi malou citlivost pro UV spektrometrii. Z těchto 
důvodů se sloučeniny rtuti vážou v komplexech s ionty, které obsahují thiolovou skupinu. 
Obvykle se používá cystein, merkaptooctová kyselina, gluthathion. 
Velice častým detektorem spojeným s kapilární elektroforézou je UV detektor. Můžeme 
takto stanovovat methylrtuť, ethylrtuť, fenylrtuť i anorganickou rtuť. Při vlnové délce 200 nm  
bylo dosaženo detekčních limitů 10-6 M. Dále bylo také zjištěno, že např. u merkaptooctové 
kyseliny můžeme vypočítat detekční limit i při vlnové délce 300 nm, kde tyto komplexy také 
silně absorbují. [24] 
Dalším typem používané detekce je ampérometrická. Ta je schopná stanovit velice nízké 
koncentrace analytů v řádech ng.l-1 . Nevýhodou může být ale její nízká selektivita. Zatím se 
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podařilo touto technikou stanovit pouze anorganickou rtuť, methylrtuť a ethylrtuť. Separace 
methylrtuti a ethylrtuti probíhá díky rozdílné velikosti jejich molekul, menší z nich, 
methylrtuť, se pohybuje rychleji než ethylrtuť. [25] 
Pro stanovení sloučenin rtuti lze také použít kapilární elektroforézu s detekcí hmotnostní 
spektrometrií s indukčně vázaným plazmatem. Lze takto přesně stanovit methylrtuť, ethylrtuť 
a anorganickou rtuť. Detekční limity této metody jsou v rozmezí desetin až setin μg.ml-1 
v závislosti na stanovované specii rtuti. Tyto metody však kladou vysoké pořizovací i 
provozní náklady. [26]  
2.10.4 Metody detekce chemických forem rtuti 
2.10.4.1 Metody detekce vhodné po separaci plynovou chromatografií 
Hmotnostní spektrometrie MS 
Častou kombinací technik je metoda plynové chromatografie ve spojení s hmotnostní 
spektrometrií. Metodou pro určení methylrtuti a anorganické rtuti v sedimentu je extrakce 
směsí HCl:CH3OH (1:1), derivatizace tetrafenylboritanem sodným a prekoncentrace 
technikou SPME na 100 μm polydimethylsiloxanové vlákno po dobu 15 minut při teplotě 
40 °C. Poté je vlákno s naadsorbovanými analyty vsunuto do injekčního bloku plynového 
chromatografu, kde jsou analyty termicky desorbovány. Jako nosný plyn je použito helium. 
Hmotnostní spektrometr je vybaven kvadrupólovým analyzátorem a ionizace vzorku probíhá 
elektronovou ionizací. Tato metoda má detekční limity v rozmezí desetin až jednotek μg.l-1. 
Modifikace této metody lze použít pro stanovení v mořské vodě nebo vzorcích bioty. [28] 
Velice podobná metoda je HS-SPME ve spojení GC-MS.  Lze jí stanovovat nejen 
methylrtuť a anorganickou rtuť, ale také jiné organokovové sloučeniny, jako jsou 
trimethylolovo, triethylolovo, monobutylcín a tributylcín. K derivatizaci byl použit NaBEt4 
a byla provedena ve vodném roztoku o pH 5,3. Jako vhodná vlákna pro headspace SPME 
extrakci byla vybrána PDMS o tloušťce 100 μm a DVB/CAR/PDMS o tloušťce 50 μm/30 μm. 
Pro stanovení methylrtuti postačila pokojová teplota 20 °C  a doba extrakce 30 minut. Po 
separaci plynovou chromatografií, kde byl použit jako nosný plyn helium, byly jednotlivé 
sloučeniny detekovány hmotnostní spektrometrem s elektronovou ionizací a hmotnostně 
selektivním detektorem. Detekční limit této metody je v oblasti ng.l-1. [29] 
Hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem ICP-MS 
Spojením vhodných technik byla vytvořena metoda stanovení specií rtuti SPME-GC-
ICP-MS. Jako derivatizační činidlo byl použit NaBPr4. K adsorpci došlo na vlákno PDMS 
o tloušťce 100 μm. Extrakce trvala 5 minut při pokojové teplotě a pH v rozmezí 5 – 6. Po 
separaci plynovým chromatografem s heliem jako nosným plynem, byly jednotlivé specie 
rtuti detekovány hmotnostním spektrometrem s indukčně vázaným plazmatem. Metoda je 
schopna detekovat sloučeniny rtuti v koncentracích ng.l-1. Její velkou výhodou je nízká 
spotřeba vzorku (pro analýzu mořské vody postačily 3 ml vzorku) a krátká doba analýzy 
(včetně SPME asi 25 minut). [30] 
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Detektor elektronového záchytu ECD 
Detektor elektronového záchytu je selektivní ionizační detektor citlivý na 
elektronegativní atomy. Zdrojem ionizace je v ECD detektoru 3H nebo 63Ni emitující částice 
ß. Nosný plyn (dusík) je vlivem ß záření ionizován, čímž vzniká konstantní proud pomalých 
elektronů. Elektronegativní atomy zachytávají pomalé elektrony, čímž dochází ke snížení 
ionizačního proudu. Toto snížení proudu je měřítkem koncentrace daných elektronegativních 
atomů. Hlavní nevýhodou tohoto detektoru je jeho nízká selektivita detekce, která se často 
řeší začleněním čistícího kroku, který však může vnést množství chyb. Pokud jako detekci 
vybereme ECD, nezačleňujeme derivatizační krok alkylačními činidly, protože by došlo 
k odstranění halogenu. Vyextrahované halogenidy rtuti se pouze převedou do organického 
rozpouštědla, kterým může být např. benzen, toluen nebo hexan. Detektor elektronového 
záchytu se s oblibou používá pro stanovení specií rtuti v biologických matricích.  
Tato detekční technika je velice často ve spojení s Westööho metodou extrakce (luhování 
v HCl) nebo ve spojení s extrakcí pomocí H2SO4/KBr. Poté jsou halogenidy methylrtuti 
obvykle extrahovány do toluenu a přečištěny stripováním methylrtuti do vodného roztoku 
cysteinu. Po okyselení je methylrtuť opět vyextrahována do toluenu. [30] 
Pro extrakci methylrtuti z rýže byl vzorek nejprve loužen ve směsi KBr/H2SO4, poté byl 
MeHgBr extrahován do toluenu, přečištěn vodným roztokem cysteinu a poté byla methylrtuť 
zpět reextrahována do benzenu. Specie rtuti byly poté separovány plynovou chromatografií 
a detekovány ECD. Mez detekce této metody byla stanovena v rozmezí 0,01 – 0,05 ng.g-1.  
Stejný způsob byl použit také pro vzorky půdy a bylo dosaženo stejných mezí detekce. [32] 
Atomová fluorescenční spektrometrie 
Atomová fluorescenční spektrometrie byla s dobrými výsledky použita při analýze 
vzorků sedimentů kontaminovaných půd. Vzorek byl nejprve zpracován mikrovlnnou extrakcí 
za použití 6M HNO3 a poté přečištěn CH2Cl2. Takto upravený extrakt byl poté separován 
plynovou chromatografií. Chromatograf byl vybaven kapilárou s nepolární fází a jako nosný 
plyn bylo použito helium. Po chromatografické separaci jsou všechny chemické formy rtuti 
převedeny pyrolýzou (800 °C) na elementární rtuť, která je následně detekována. V případě 
potřeby byl vzorek prekoncentrován proudem dusíku, tak aby určená koncentrace byla nad 
mezí detekce metody, který byl pro monomethylrtuť 2 pg a pro anorganickou rtuť 1 pg. [33] 
2.10.4.2 Metody detekce vhodné po separaci vysoce účinnou kapalinovou chromatografií 
Hmotnostní spektrometrie (MS) 
Při spojení hmotnostní spektrometrie s vysoce účinnou kapalinovou chromatografií je 
velice důležité zvolit vhodnou techniku ionizace.  
Metoda HPLC/IT-MS byla s dobrými výsledky použita pro stanovení specií rtuti ve 
vzorcích povrchových vod. Vzorky vody byly zfiltrovány a okyseleny na pH 3. Takto 
zpracované vzorky byly prekoncentrovány metodou extrakce na tuho fázi (SPE) v kolonkách 
s náplní Spe-ed C18 SPE 500 mg. Analyty byly z kolonek eluovány 100 % methanolem. Jako 
modifikátor byla použita amonná sůl pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamátu (APDC). Eluát byl 
potom podroben separaci na vysokoúčinném kapalinovém chromatografu s reverzními fázemi 
s kolonou C18 a mobilní fází tvořenou směsí methanol:voda. Jednotlivé specie rtuti byly 
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detekovány hmotnostním spektrometrem s ionizací za atmosférického tlaku a analyzátorem 
typu sférické iontové pasti. Touto metodou lze stanovit následující specie rtuti s příslušným 
detekčním limitem: methylrtuť (144μg.l-1), ethylrtuť (136μg.l-1), fenylrtuť (118μg.l-1) 
a anorganická rtuť (56μg.l-1). [34] 
Atomová fluorescenční spektrometrie s technikou generace studených par (CV-AFS) 
Atomová fluorescenční spektrometrie  s technikou generace studených par je jednou 
z často používaných detekčních technik používaných ve spojení s vysoce účinnou 
kapalinovou chromatografií. Extrakce sonikací nebo pomocí mikrovlnného záření za pomoci  
směsi 6 M HCl a 0,1 M NaCl byla vybrána jako nejvhodnější technika izolace analyzovaných 
látek z matrice. Jako modifikátor je možné použít roztok cysteinu nebo 2-sulfanylethanolu. 
Isokratická eluce chemických forem rtuti byla prováděna na chromatografické koloně 
s reverzní fází Hypersil BDS C18. Mobilní fáze obsahovala acetátový pufr o pH 5, 0,05 % 2-
sulfanylethanolu a 7 % methanolu s jeho skokovou změnou na 100% v 15. minutě separace. 
Eluent z chromatografické kolony přecházel po smísení s oxidačním činidlem přes UV 
reaktor, který zajišťoval převedení všech chemických forem rtuti fotooxidací na Hg2+.  
Přebytečný Br2 byl následně odstraňován vodným roztokem hydroxylaminhydrochloridu. 
Rtuťnaté ionty byly dále redukovány 2 % roztokem SnCl2 v 10 % HCl na elementární rtuť. 
Z roztoku byla elementární rtuť uvolněna proudem argonu a oddělena v separátoru fází.. Směs 
byla vysušena v membránové jednotce a detekována na CV-AFS v křemenné cele při vlnové 
délce 253,6 nm. Touto metodou je možné stanovit methylrtuť, ethylrtuť, fenylrtuť 
a anorganickou rtuť v řádech μg.kg-1. [23] 
Pro analýzu vzorků vodního ekosystému lze použít také spojení technik HPLC/ICP-MS, 
ale jejich detekční limity nedosahují výsledků tandemových  technik GC/ICP-MS a zatím byl 
jimi stanovován pouze obsah methylrtuti a anorganické rtuti.[35][36] 
2.11 Stanovení celkového obsahu rtuti 
Stanovení celkového obsahu rtuti je velice důležité a provádí se jak samostatně, tak i při 
každém stanovení zastoupení jednotlivých sloučenin rtuti. Slouží jako kontrola tohoto 
stanovení. 
Nejprve je třeba převést všechny chemické formy rtuti do jediné. Organické formy rtuti 
se převádějí na anorganickou formu Hg2+, protože tato forma je stabilní. Hg2+ je stanovena 
buď přímo a nebo je redukována na rtuť atomární. Typ stanovení záleží na způsobu detekce. 
Oxidace chemických forem rtuti je prováděna silnými kyselinami např. HCl, H2SO4, HNO3 
nebo oxidačními činidly v kyselém prostředí např. H2O2, K2Cr2O7, KMnO4, K2S2O8, 
KBr/KBrO3. Další možností oxidace je kombinace chemické oxidace s UV zářením. 
K vlastnímu stanovení se nejčastěji používá atomová absorpční spektrometrie AAS, 
atomová fluorescenční spektrometrie AFS, atomová emisní spektrometrie AES, hmotnostní 
spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem ICP-MS, optická emisní spektrometrie 
s indukčně vázaným plazmatem ICP-OES, neutronová aktivační analýza NAA a anodická 
rozpouštěcí voltametrie ASV. Velmi dobré výsledky má také atomová absorpční 
spektrometrie s technikou generace studených par CV-AAS a atomová fluorescenční 
spektrometrie s technikou generace studených par CV-AFS.[3] 
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Pro stanovení celkového obsahu rtuti je v České republice s oblibou využíván speciální 
analyzátor Advanced Mercury Analyser AMA 254. Ten umožňuje stanovení celkového 
obsahu rtuti v pevných a kapalných vzorcích, rozklad vzorku probíhá přímo v přístroji 
v uzavřeném systému.  Vzorek je umístěn na lodičku vyrobenou z niklu nebo platiny, kterou 
je poté vnesen do spalovací trubice. Řízeným ohřevem spalovací pece je vzorek vysušen 
a poté v proudu kyslíku při teplotě 850 – 900 °C spálen (v případě nehořlavého vzorku je rtuť 
ze vzorku ohřevem uvolněna). Rozkladné produkty procházejí přes katalyzátor, kde je 
dokončena jejich oxidace a jsou zachyceny látky kyselé povahy (halogeny, oxidy síry). 
Proudem kyslíku jsou produkty spalování dále vedeny přes amalgamátor, v němž se 
zachycuje selektivně rtuť. Protože rozkladné produkty obvykle obsahují vodní páru, je celá 
plynová cesta až po výstup z bloku měřicích kyvet vyhřívána na 120 °C, aby se zabránilo 
kondenzaci vody. Po zakoncentrování na amalgamátoru je rtuť vypuzena rychlým ohřevem 
do tzv. tandemových kyvet o různé optické délce. Absorpce rtuti je měřeny při vlnové délce 
253,65  nm. 
Výhodou je, že absorpce rtuti je měřena dvakrát s odlišnou citlivostí (15:1) a výsledky 
nejsou ovlivněny původem matrice. Metody také dosahuje nízké meze detekce – 0,01 ng. [37] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie 
? KOH, pastilky, čistota min. 85 %, J. T. Baker – Deventer – Holland, Nizozemí 
? Octan sodný trihydrát, čistota p.a. Lach-Ner s.r.o., ČR 
? Kyselina octová, 100 %, čistota p.a. Merck, ČR 
? Standard Dimethylmercury 95 %, Aldrich, USA 
? Standard MeHgCl PESTANAL, 100 mg, Sigma-Aldrich, USA  
? KBPh4, čistota p.a., Fluka Analytical, Japonsko 
? HgCl2, čistota p.a., Merck, Německo 
3.2 Přístroje 
3.2.1 Ultrazvuková lázeň 
Pro rozpuštění vzorků rybí tkáně byla použita ultrazvuková lázeň Bandelin Sonorex 
Super typ RK 170H. 
 
Obr. 3.1 Ultrazvuková lázeň Bandelin Sonorex Super typ RK 170H 
3.2.2 Analyzátor rtuti AMA 254 
Analyzátor AMA 254 (Advanced Mercury Analyser) Altec, Praha, Česká republika,  byl 
použit pro stanovení celkového obsahu rtuti v biotických matricích. Výsledky byly 
zaznamenány a zpracovány pomocí softwaru WinAMA software. 
 
Obrázek 3.2 Analyzátor AMA 254 
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3.2.3 SPME vlákno s držákem 
Pro extrakci alkylderivátů rtuti byla použita metoda mikroextrakce tuhou fází pomocí 
SPME vlákna pokrytého 100 μm vrstvou polydimethylsiloxanu určeného pro manuální držák. 
 
Obr.  3.3 SPME vlákno s vrstvou 100 μm PDMS a manuální držák 
3.2.4 Plynový chromatograf s detekcí hmotnostního spektrometru GC-MS 
Pro analýzu alkylderivátů rtuti v biotických matricích byl použit plynový chromatograf 
CE 8060 Series s  hmotnostním spektrometrem Fisons Trio 1000 a kapilární kolonou DB 
5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 μm. Výsledky byly zaznamenány pomocí programu Trio 1000 
Lab-Base a vyhodnoceny pomocí programu MassLab. 
 
Obr.  3.4 Plynový chromatograf CE 8060 Series s hmotnostním spektrometrem Fisons Trio 
1000 
3.3 Reálné vzorky ryb 
Vzorky 1-5: 
? Místo odlovu: vodní nádrž Karolínka 
? Datum odlovu: 20.8.2008 
? Způsob skladování: hluboké zmrazení (-25 °C) 
? Datum zpracování: 8.8.2009 




Vzorek  Druh ryby  Hmotnost (g) Délka těla (mm) 
1 Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) 60 200 
2 Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) 310 330 
3 Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) 450 373 
4 Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) 130 244 
5 Lín obecný (Tinca tinca) 880 415 
 
Vzorky 6-13: 
? Místo odlovu: vodní nádrž Koryčany 
? Datum odlovu: 10.9.2008 
? Způsob skladování: hluboké zmrazení (-25 °C) 
? Datum zpracování: 14.8.2009 
? Informace o rybách: 
 
Vzorek  Druh ryby  Hmotnost (g) Délka těla (mm) 
6 Okoun říční (Perca fluviatilis) 50 159 
7 Úhoř říční (Anguilla anguilla) 440 650 
8 Úhoř říční (Anguilla anguilla) 340 580 
9 Cejnek malý (Abramis bjoerkna) 190 250 
10 Bolen dravý (Aspius aspius) 350 365 
11 Cejn velký (Abramis brama) 490 360 
12 Cejnek malý (Abramis bjoerkna) 530 345 
13 Bolen dravý (Aspius aspius) 1240 585 
 
Vzorky 14-15: 
? Místo odlovu: Ryby byly nakoupeny v obchodě s potravinami tak, aby mezi 
vzorky byli zástupci spotřebního koše. 
? Datum odlovu: 17.4.2009 
? Způsob skladování: hluboké zmrazení (-25 °C) 
? Datum zpracování: 18.4.2009 
? Druh ryby: pstruh obecný 
 
3.3.1 Zpracování ryb 
Ryby, z nichž byly odebrány vzorky 1 – 13, byly odloveny pracovníky Povodí Moravy, 
kteří jsou pro tuto činnost akreditováni. Pro odlov byl zpracován plán pokusu v souladu 
s  novelizovaným zákonem č. 77/2004 Sb., zákon na ochranu zvířat proti týrání. Po odlovení 
byly ryby zváženy, vykuchány a byla oddělena svalová tkáň od kůže. Takto zpracované 
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vzorky ryb byly hluboce zmrazeny (-25 °C). Pro další postupy analýzy byla brána pouze 
svalovina.  Ryby, z nichž byly odebrány vzorky 14 – 15, byly nakoupeny v prodejně potravin, 
tak aby reprezentovaly spotřební koš. Ryby byly vykuchány a byla oddělena svalová tkáň od 
kůže. Pro další postupy analýzy byla brána pouze svalovina. 
3.3.2 Extrakce 
Pro izolaci alkylderivátů rtuti ze vzorků byla použita metoda extrakce publikovaná v [28], 
která je založena na vyluhování hydroxidem draselným, derivatizací KBPh4 (dimethylrtuť 
derivatizaci nepodléhá, chlorid methylrtuti je derivatizován na fenylmethylrtuť a anorganická 
rtuť je derivatizována na difenylrtuť) a extrakci vzniklých derivátů pomocí mikroextrakce na 
tuhou fázi. Do zkumavky se zábrusem bylo naváženo přibližně 1,5 g vzorku rybí svaloviny. 
K němu bylo přidáno 10 ml 25 % roztoku KOH. Takto připravený vzorek rybí tkáně se nechal 
rozpouštět 2 hodiny v ultrazvukové lázni, kde se rybí svalovina téměř vždy rozpustila. Do 
60 ml vialky bylo napipetováno 27,6 ml destilované vody, 20 ml pufru octanu sodného o pH 
4,5 a 0,4 ml vzorku rybí tkáně rozpuštěné v KOH. Před samotnou extrakcí bylo do vialky 
přidáno 0,8 ml 1 % roztoku KBPh4. Extrakt se nechal s derivatizačním činidlem reagovat 10 
minut.  
3.3.3 Zpracování vzorku SPME 
K připraveným vzorkům ryb bylo těsně před extrakcí přidáno derivatizační činidlo – 1% 
roztok KBPh4, vzorek se nechal  s derivatizačním činidlem reagovat 10 minut. Po uplynutí 
reakční doby bylo pomocí manuálního držáku přes septum do roztoku vsunuto vlákno. Za 
stálého míchání vzorku se alkylderiváty rtuti sorbovaly na vlákno po dobu 15 minut do 
ustanovení rovnováhy. V průběhu optimalizace metody byly vyzkoušeny různé doby sorpce 
15, 20 a 30 minut. S prodlužujícím se časem se množství nasorbovaných alkylderivátů 
nezvýšilo. Pro ustavení rovnováhy tedy postačovalo 15 minut. Pro udržení optimální teploty 
extrakce 40 °C byla použita vodní lázeň o příslušné teplotě. 
3.3.4 Zpracování vzorků v systému GC-MS 
Alkylderiváty rtuti byly ze vzorku nasorbovány na SPME vlákno. Pomocí manuálního 
držáku bylo vlákno vysunuto do injektoru plynového chromatografu. Během optimalizace 
bylo vyzkoušeno několik možností nastavení přístroje – teplotní program, kolony aj. a bylo 
vybráno nastavení s nejlepšími výsledky. Jako nejvhodnější bylo vybráno nastavení 
s následujícími parametry viz. Tabulka 3.1. Hmotnostní spektra dimethylrtuti, 




Tabulka 3.1. Podmínky měření GC-MS 
Parametry 
Kolona DB 5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm 
Technika nástřiku bezděličová 
Průtok plynu (He) konstantní (tlak 100 kPa) 
Teplota injektoru 260 °C 
Teplotní program  35 °C - konst. po 3 min 
  35 °C - 280 °C (10 °C/min) 
  280 °C - konst. po 3 min 
Detekce MS detektor 
Spojení GC-MS přímé 
Teplota interface 260 °C 
Ionizace elektronová, 70eV 
Režim MS SIR mode (77, 215, 292, 354 m/z) 
 
3.3.5 Zpracování vzorku AMA 254 
Do vypálených lodiček byly naváženy zhomogenizované vzorky ryb (navážka v rozmezí 
15 – 50 mg). Lodička se vzorkem byla převedena do spalovací trubice. Vzorek byl ve 
spalovací trubici vysušen po dobu 200 sekund a poté termicky rozložen po dobu 
150 sekund v proudu kyslíku. Rozkladné produkty byly poté dále vedeny přes 
amalgamátor, kde byla selektivně zachycena rtuť. Aby se zabránilo kondenzaci vodní 
páry uvolněné ze vzorku, je celá plynová cesta až po výstup z bloku vyhřívaná na 120 °C. 
Po dokončení rozkladu vzorku a stabilizaci teploty se měří zachycené množství rtuti. 
Rtuť je z amalgamátoru uvolněna krátkodobým ohřevem. Oblak rtuťových par je unášen 
nosným plynem přes měřící kyvetu (pík 1). Prakticky veškerá rtuť se shromáždí ve 
zpožďovací nádobce a z ní pak vstupuje do druhé měřící kyvety (pík 2). Množství rtuti se 
tedy měří 2krát pouze s odlišnou citlivostí (poměr citlivosti kyvet je 15:1). Po 
45 sekundách je výsledek zaznamenán na PC, který jej zpracuje a přepočítá podle 
naváženého množství vzorku. 
 
Tabulka 3.2. Podmínky měření AMA 254 
Parametry 
Zdroj záření nízkotlaká Hg výbojka 
Vlnová délka 253,65 nm 
Interferenční filtr 254 nm; pološířka 9 nm 
Detektor křemíková UV dioda 
Nosný plyn, průtok O2, 200 ml/min 
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3.4 Vzorky s přídavkem standardů methylrtuti a chloridu rtuťnatého 
K první navážce vzorku rybí svaloviny (přibližně 1,5 g) bylo přidáno 100 μl standardu 
methylrtuti o koncentraci 1 mg/ml a 100 μl standardu chloridu rtuťnatého o koncentraci 
1 mg/ml, tak aby výsledná nalezená koncentrace všech tří standardů ve vzorku činila 
80 ng/ml. K druhé navážce vzorku rybí svaloviny (přibližně 1,5 g) bylo přidáno 255 μl 
standardu methylrtuti o koncentraci 1 mg/ml a 255 μl standardu chloridu rtuťnatého o 
koncentraci 1 mg/ml, tak aby výsledná nalezená koncentrace všech tří standardů ve vzorku 
činila 200 ng/ml. Vzorek s přídavkem standardu byl řádně zhomogenizován a nechal se stát 4 
hodiny v lednici při teplotě 8 °C. Poté byla provedena extrakce stejným postupem jako u 
reálných vzorků. 
3.5 Zpracování výsledků 
Výsledky experimentální části byly zpracovány pomocí programu Microsoft Office Excel 
2003. Výsledky jsou vyhodnoceny jako hodnota ± směrodatná odchylka měření. Obsahy 




4  VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Kalibrace přístroje AMA 254 
Přístroj AMA 254 je kalibrován při každé kontrole servisním pracovníkem na standard 
o koncentraci 10 ng/ml. Kalibrace tedy prováděna nebyla, byla pouze zkontrolována a 
ověřena její správnost. 
4.2 Kalibrace přístroje GC-MS 
Plynový chromatograf byl před měřením kalibrován použitím roztoků o koncentracích: 5, 
10, 20, 80, 200 a 500 ng/ml. Roztoky byly připraveny ředěním standardu chloridu methylrtuti, 
a chloridu rtuťnatého vodou na požadované koncentrace. Ke kalibraci byla použita extrakce 
SPME, protože kalibrační roztoky připravené ředěním standardů ve vodě nelze přímo 
nastříknout do injektoru plynového chromatografu. Toto omezení způsobilo výrazné 
nepřesnosti při stanovení. Z tohoto důvodu byly při kalibraci anorganické rtuti zahrnuty pouze 
poslední čtyři body kalibrační křivky. Výsledné kalibrační křivky jsou zobrazeny na 
obrázcích: 4.1 – 4.3. Retenční čas dimethylrtuti je 3,4 min, methylrtuti je 14,8 min a 
anorganické rtuti je 23,3 min.  Chromatogramy jednotlivých bodů kalibračních křivek – viz. 
Příloha 4 - 9 
Mez detekce byla spočítána jako podíl plochy píku šumu (Ašum) a směrnice kalibrační 
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983 =⋅=⋅=  
Mez detekce anorganické rtuti byla stanovena na 0,152 ng/ml, což odpovídá hodnotě 
128,69 ng/g. 
Mez stanovitelnosti byla spočítána jako podíl plochy píku šumu (Ašum) a směrnice 
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Mez stanovitelnosti anorganické rtuti byla stanovena na 0,507 ng/ml, což odpovídá 
hodnotě 429,26 ng/g. 
 



























































Obr.  4.3: Kalibrační křivka pro stanovení anorganické rtuti pomocí GC-MS 
4.3 Extrakce a výtěžnost metody 
4.3.1 Vzorky s přídavkem standardu methylrtuti a chloridu rtuťnatého 
Výtěžnost metody byla posouzena podle vzorků se standardním přídavkem 80 
a 200 ng/ml. Každý vzorek byl 3krát proměřen. Výsledky jsou zobrazeny v Tabulkách 4.1. 
a 4.2. Vzhledem k složitosti matrice, tj. rybí tkáně, byly z výpočtu vypuštěny odlehlé hodnoty, 
které by značně zkreslovaly výsledek. Tyto odlehlé hodnoty lze dát do souvislosti 
pravděpodobně s  homogenitou vzorku. Z výsledků je patrné, že výtěžnost nedosáhla 
takových hodnot,jakých bylo dosaženo v publikaci [28]. Výtěžnost činila pro methylrtuť 
75,5 % a 83,6 %, pro anorganickou rtuť. 45,6 % a 53,0 % V případě dimethylrtuti se 
nepodařilo optimalizovat podmínky stanovení, zejména eliminovat vliv matrice; v případě 
methylrtuti a anorganické rtuti měla na výsledek patrně vliv také krátká doba uležení vzorku, 
standardy pravděpodobně nedostatečně pronikly do svaloviny. Příklady chromatogramů se 
vzorky přídavků standardů – viz příloha 10 – 11. 
 
Tabulka 4.1. Výsledky vzorků se standardním přídavkem 




80B 473969 60,48 80 75,6 ± 10,5 % 
80C 471932 60,28 80 75,4 ± 10,5 % 
Hg2+ 
80A 4883 35,83 80 44,8 ± 0,7 % 
80B 18849 37,15 80 46,4 ± 0,7 % 




Tabulka 4.2. Výsledky vzorků se standardním přídavkem 




200B 1486793 159,97 200 80,0 ± 26,4 % 
200C 1633349 174,36 200 87,2 ± 26,4 % 
Hg2+ 
200B 444616 77,22 200 38,61 ± 17,5 % 




4.4 Reálné vzorky 
4.4.1 Stanovení alkylderivátů rtuti 
V každém reálném vzorku ryb byl zjišťován obsah methylrtuti a anorganické rtuti 
metodou SPME GC-MS. Každý vzorek byl 3krát extrahován a analyzován. Výsledky jsou 
uvedeny v Tabulkách 4.3. – 4.17..  
Tabulka 4.3. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 1 
Vzorek 1 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
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Tabulka 4.4. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 2 
Vzorek 2 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
 
Tabulka 4.5. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 3 
Vzorek 3 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 




Tabulka 4.6. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 4 
Vzorek 4 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
 
Tabulka 4.7. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 5 
Vzorek 5 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 




Tabulka 4.8. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 6 
Vzorek 6 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 1604 0,1638 133,75 ± 3,54 
C 1689 0,1725 140,84 ± 3,54 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 115 0,0595 48,58 ± 3,89 
B 116 0,0600 48,99 ± 3,89 
C 135 0,0698 57,02 ± 3,89 
 
Tabulka 4.9. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 7 
Vzorek 7 
Methylrtuť 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 1424 0,1454 131,50 ± 5,31 
B 1453 0,1484 134,18 ± 5,31 
C 1558 0,1591 143,87 ± 5,31 
Hg2+ 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 255 0,1319 119,28 ± 1,14 
B 249 0,1288 116,47 ± 1,14 




Tabulka 4.10. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 8 
Vzorek 8 
Methylrtuť 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 4064 0,4151 338,97 ± 1,25 
B 4069 0,4156 339,39 ± 1,25 
C 4098 0,4186 341,81 ± 1,25 
Hg2+ 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 147 0,0761 62,11 ± +1,05 
B 145 0,0750 61,26 ± 1,05 
C 151 0,0781 63,80 ± 1,05 
 
Tabulka 4.11. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 9 
Vzorek 9 
Methylrtuť 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 2632 0,2688 228,58 ± 0,97 
B 2649 0,2706 230,06 ± 0,97 
C 2659 0,2716 230,93 ± 0,97 
Hg2+ 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 480 0,2483 211,17 ± 0,90 
B 483 0,2499 212,49 ± 0,90 




Tabulka 4.12. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 10 
Vzorek 10 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 3472 0,3546 301,54 ± 0,36 
B 3476 0,3550 301,88 ± 0,36 
C 3482 0,3556 302,40 ± 0,36 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 221 0,1143 97,22 ± 1,45 
B 226 0,1169 99,42 ± 1,45 
C 229 0,1185 100,74 ± 1,45 
 
Tabulka 4.13. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 11 
Vzorek 11 
Methylrtuť 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 3372 0,3444 318,95 ± 1,26 
B 3376 0,3448 319,32 ± 1,26 
C 3402 0,3475 321,78 ± 1,26 
Hg2+ 
 Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 301 0,1557 144,22 ± 0,78 
B 305 0,1578 146,13 ± 0,78 




Tabulka 4.14. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 12 
Vzorek 12 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 3876 0,3959 331,39 ± 1,20 
B 3851 0,3933 329,25 ± 1,20 
C 3843 0,3925 328,57 ± 1,20 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 146 0,0755 63,23 ± 0,93 
B 142 0,0735 61,50 ± 0,93 
C 141 0,0730 61,07 ± 0,93 
 
Tabulka 4.15. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 13 
Vzorek 13 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 7932 0,8102 656,61 ± 1,01 
B 7903 0,8072 654,21 ± 1,01 
C 7924 0,8093 655,95 ± 1,01 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 521 0,2696 218,47 ± 1,49 
B 520 0,2690 218,05 ± 1,49 




Tabulka 4.16. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 14 
Vzorek 14 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
 
Tabulka 4.17. Výsledky obsahů methylrtuti a anorganické rtuti pro vzorek 15 
Vzorek 15 
Methylrtuť 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 
C 0 <MD <MD 
Hg2+ 
  Plocha píku Koncentrace (ng/ml) Obsah (ng/g) 
A 0 <MD <MD 
B 0 <MD <MD 





 Ve vzorcích 1 – 15 se pohybovaly zjištěné obsahy methylrtuti v rozmezí 136,3 – 
655,6 ng/g. Veškeré výsledky jsou shrnuty v Tabulce 4.19. V této tabulce je uveden obsah 
methylrtuti v ng/g a obsah methylrtuti v rybí svalovině v jednotkách mg/kg. Z tabulky je 
patrné, že všechny vzorky se nacházely nad mezí stanovitelnosti metody pro methylrtuť, jejíž 
hodnota byla 84,67 ng/g. Ve vzorcích 1 – 5 a 14 – 15 nebyla methylrtuť vůbec identifikována, 
protože její pík nebylo možné spolehlivě odlišit od signálu šumu; její koncentrace byla tedy 
pod mezí detekce. 
Tabulka 4.19. Shrnutí obsahu methylrtuti v reálných vzorcích ryb 
Vzorek  Druh ryby  Hmotnost (g) Průměrný obsah methylrtuti (ng/g) 
Obsah methylrtuti v 
rybí svalovině (mg/kg) 
1 Jelec tloušť  60 <MD <MD 
2 Jelec tloušť  310 <MD <MD 
3 Jelec tloušť 450 <MD <MD 
4 Jelec tloušť  130 <MD <MD 
5 Lín obecný  880 <MD <MD 
6 Okoun říční  50 137,30 ± 3,54 0,14 
7 Úhoř říční  440 136,52 ± 5,31 0,14 
8 Úhoř říční  340 340,05 ± 1,25 0,34 
9 Cejnek malý  190 229,86 ± 0,96 0,23 
10 Bolen dravý  350 301,94 ± 0,36 0,30 
11 Cejn velký  490 320,02 ± 1,26 0,32 
12 Cejnek malý  530 329,73 ± 1,20 0,33 
13 Bolen dravý  1240 655,59 ± 1,01 0,66 
14 Pstruh obecný − <MD <MD 




Ve vzorcích 1 – 15 byly prokázány hodnoty obsahu anorganické rtuti v rozmezí 51,53 – 
219,31 ng/g. Výsledky jsou shrnuty v Tabulce 4.20. Stejně jako u předchozích tabulek je 
obsah anorganické rtuti vyjádřen v jednotkách ng/g a následně také vyjádřen jako obsah 
anorganické rtuti v rybí svalovině v jednotkách mg/kg. Mez stanovitelnosti metody pro 
anorganickou rtuť byla 429,26 ng/g. Z tabulky vyplývá, že tuto mez nepřekročil žádný 
vzorek. Mez detekce metody činila 128,69 ng/g. Koncentrace ve vzorcích 6, 7, 8, 10 a 12 se 
nacházela pod mezí detekce. Ve vzorcích 1 – 5 a 14 – 15 nebyl stanoven obsah anorganické 
rtuti. Pík odpovídající množství anorganické rtuti nebylo v žádném z těchto vzorků možno 
spolehlivě odlišit od signálu šumu, koncentrace byly pravděpodobně také pod mezí detekce 
metody. 
Tabulka 4.20. Shrnutí obsahu anorganické rtuti v reálných vzorcích ryb 
Vzorek  Druh ryby  Hmotnost (g) Průměrný obsah anorganické rtuti (ng/g) 
Obsah anorganické rtuti  
v rybí svalovině (mg/kg)
1 Jelec tloušť  60 <MD <MD 
2 Jelec tloušť  310 <MD <MD 
3 Jelec tloušť 450 <MD <MD 
4 Jelec tloušť  130 <MD <MD 
5 Lín obecný  880 <MD <MD 
6 Okoun říční  50 51,53 ± 3,89 0,05 
7 Úhoř říční  440 117,88 ± 1,15 0,12 
8 Úhoř říční  340 62,39 ± 1,05 0,06 
9 Cejnek malý  190 211,31 ± 0,90 0,21 
10 Bolen dravý  350 99,13 ± 1,45 0,10 
11 Cejn velký  490 145,18 ± 0,78 0,15 
12 Cejnek malý  530 61,93 ± 0,94 0,06 
13 Bolen dravý  1240 219,31 ± 149 0,22 
14 Pstruh obecný − <MD <MD 




4.4.2 Stanovení celkového obsahu rtuti THg 
U reálných vzorků ryb byl také zjišťován celkový obsah rtuti pomocí analyzátoru AMA 
254. Každý vzorek byl proměřen 3krát. Výsledky, prezentované  v tabulce 4.21. představují 
celkový obsah rtuti ± směrodatnou odchylku. Tyto výsledky byly následně přepočítány na 
obsah rtuti v rybí svalovině v jednotkách mg/kg. Obsah celkové rtuti v reálných vzorcích ryb 
byl v rozmezí hodnot 15,54 – 1719,47 ng/g.  
 
Tabulka 4.21. Výsledky stanovení celkového obsahu rtuti THg 
Vzorek Koncentrace (ng/g) Obsah THg v rybí svalovině (mg/kg) 
1 864,77 ± 0,63 0,86 
2 292,04 ± 2,72 0,29 
3 143,60 ± 3,50 0,14 
4 139,05 ± 2,06 0,14 
5 161,00 ± 5,37 0,16 
6 132,41 ± 0,33 0,13 
7 882,32 ± 1,47 0,88 
8 426,02 ± 0,53 0,43 
9 492,95 ± 2,67 0,49 
10 386,10 ± 1,90 0,39 
11 455,95 ± 6,10 0,46 
12 626,37 ± 2,98 0,63 
13 1719,47 ± 73,90 1,72 
14 26,84 ± 2,83 0,03 




4.4.3 Srovnání obsahů alkylderivátů rtuti a celkového obsahu rtuti v reálných vzorcích 
ryb 
V tabulce 4.22. jsou shrnuty výsledky získané při měření reálných vzorků ryb. V tabulce 
je uveden průměrný obsah celkové rtuti THg, průměrný obsah methylrtuti a průměrný obsah 
anorganické rtuti. Výsledky, které jsou vyjádřeny jako průměrný obsah ± směrodatná 
odchylka jsou uvedeny v jednotkách ng/g. 
Z výsledků celkového obsahu rtuti THg vyplývá, že vzorky 1, 7, 12 a 13 překročily limit 
stanovený Ministerstvem zdravotnictví ČR, který má hodnotu 0,5 mg/kg, vzorek číslo 13 
dokonce překročil i limit pro štiku obecnou 1 mg/kg. Na základě získaných výsledků lze 
konstatovat, že ryby z vodní nádrže Karolínka obsahují menší množství rtuti než ryby z vodní 
nádrže Koryčany. Nejnižší obsah rtuti měly ryby nakoupené v obchodě s potravinami, 
pravděpodobně proto, že  jejich chov je přísně kontrolován. 
Stanovení alkylderivátů rtuti metodou SPME GC-MS poskytlo dvě řady dat: průměrný 
obsah methylrtuti a průměrný obsah anorganické rtuti. Před měřením bylo zapotřebí 
optimalizovat metodu. I přes pečlivou optimalizaci narážíme na několik faktorů ovlivňujících 
stanovení, jejichž vliv nebylo možné úplně odstranit. Prvním z nich je obtížná kalibrace GC-
MS, kde nelze provést přímý nástřik roztoku do injektoru plynového chromatografu. Nejprve 
musí být provedena SPME do ustanovení rovnováhy. Provedení kalibrace tímto způsobem 
vede k větším nejistotám ve stanovení. Významným faktorem je také použité SPME vlákno a 
jeho opotřebení. Pokud se vlivem matrice na vlákno nasorbovaly nežádoucí sloučeniny, měly 
patrně negativní vliv na stanovení alkylderivátů, hlavně dimethylrtuti, u které značně 
deformovaly tvar píku. 
V případě dimethylrtuti je významným faktorem vliv matrice a vysoká těkavost 
sloučeniny, která se projevuje velmi nízkým retenčním časem. Podmínky měření se 
nepodařilo optimalizovat natolik, aby pík dimethylrtuti dosáhl vhodného tvaru, proto se 
stanovení dimethylrtuti v reálných vzorcích dále neprovádělo. Po posouzení výsledků prvních 
měření, jsme došli k závěru, že SPME v kombinaci s GC-MS není vhodnou metodou pro 
stanovení dimethylrtuti ve vodním ekosystému.  
Z výsledků stanovení alkylderivátů rtuti je rovněž patrné, že ryby z vodní nádrže 
Karolínka mají nižší obsah methylrtuti a anorganické rtuti, což koresponduje s výsledky 
stanovení celkového obsahu rtuti v rybách. Ve vzorcích ryb z nádrže Karolínka nebylo možné 
stanovit množství methylrtuti a anorganické rtuti vůbec, protože nebylo možné spolehlivě 
odlišit příslušné píky derivátů od signálu šumu.  
Alkylderiváty rtuti nebylo možné stanovit také v rybách zakoupených v obchodě. 
Koncentrace alkylderivátů rtuti byla velmi nízká a píky těchto derivátů nebylo možné 
spolehlivě odlišit od signálu šumu. Tyto výsledky korespondují se stanovením celkového 




Tabulka 4.22. Shrnutí výsledků stanovení celkového obsahu rtuti THg, methylrtuti a 
anorganické rtuti 






1 864,77 ± 0,63 <MD <MD 
2 292,04 ± 2,72 <MD <MD 
3 143,60 ± 3,50 <MD <MD 
4 139,05 ± 2,06 <MD <MD 
5 161,00 ± 5,37 <MD <MD 
6 132,41 ± 0,33 137,30 ± 3,54 51,53 ± 3,89 
7 882,32 ± 1,47 136,52 ± 5,31 117,88 ± 1,15 
8 426,02 ± 0,53 340,05 ± 1,25 62,39 ± 1,05 
9 492,95 ± 2,67 229,86 ± 0,96 211,31 ± 0,90 
10 386,10 ± 1,90 301,94 ± 0,36 99,13 ± 1,45 
11 455,95 ± 6,10 320,02 ± 1,26 145,18 ± 0,78 
12 626,37 ± 2,98 329,73 ± 1,20 61,93 ± 0,94 
13 1719,47 ± 73,90 655,59 ± 1,01 219,31 ± 149 
14 26,84 ± 2,83 <MD <MD 




V diplomové práci byla řešena problematika stanovení obsahu methylrtuti, anorganické 
rtuti a celkové rtuti v reálných vzorcích ryb. Ryby odpovídající vzorkům 1 – 5 byly odloveny 
ve vodní nádrži Karolínka, ryby odpovídající vzorkům 6 – 13 byly odloveny ve vodní nádrži 
Koryčany a ryby odpovídající vzorkům 14 – 15 byly zakoupeny v obchodě s potravinami, aby 
mohly reprezentovat spotřební koš. Tyto vzorky zahrnovaly různé druhy ryb: jelec tloušť, lín 
obecný, okoun říční, úhoř říční, cejnek malý, cejn velký, bolen dravý a pstruh obecný. Ke 
zjištění obsahu methylrtuti a anorganické rtuti byla použita plynová chromatografie 
s hmotnostně spektrometrickou detekcí (GC-MS) a ke stanovení celkového obsahu rtuti byl 
použit přístroj AMA 254. K vyhodnocení výsledků a stanovení obsahů sledovaných analytů 
byly použity experimentálně zjištěné lineární kalibrační závislosti. Mez detekce metody GC-
MS byla pro methylrtuť 25,4 ng/g a pro anorganickou rtuť na 128,69 ng/g. Mez 
stanovitelnosti metody GC-MS byla pro methylrtuť 84,67 ng/g a pro anorganickou rtuť 
429,26 ng/g. 
K izolaci alkylderivátů rtuti a anorganické rtuti byla použita metoda založená na 
vyluhování hydroxidem draselným s následnou mikroextrakcí na tuhou fázi SPME na vlákno 
s 100 μm polydimethylsiloxanovou vrstvou. Výtěžnost extrakce byla stanovena pomocí 
vzorků se standardním přídavkem na 75,5 % a 83,6 % pro methylrtuť, 45,6 % a 53,0 % pro 
anorganickou rtuť. Bylo prokázáno, že pro methylrtuť a anorganickou rtuť byla dosažena 
nižší výtěžnost než ta, která byla uváděna pro tento postup v literatuře. 
Analýza alkylderivátů rtuti a anorganické rtuti byla uskutečněna na GC-MS. Systém byl 
nejprve vhodně optimalizován pomocí vzorků roztoků standardů a poté používán k analýze. 
V reálných vzorcích ryb bylo prokázáno různé množství methylrtuti, které se pohybovalo 
v rozmezí 136,3 – 655,6 ng/g, a různé množství anorganické rtuti, které se pohybovalo 
v rozmezí 51,53 – 219,31 ng/g. Vzhledem k těmto výsledkům byla provedena analýza 
celkového obsahu rtuti v reálných vzorcích ryb pomocí AMA 254. Obsah celkové rtuti se 
pohyboval v rozmezí hodnot 15,54 – 1719,47 ng/g. Z výsledků vyplývá, že vzorky 1, 7, 12 a 
13 překročily limit stanovený Ministerstvem zdravotnictví ČR, který má hodnotu 0,5 mg/kg, 
vzorek číslo 13 dokonce překročil i limit pro štiku obecnou 1 mg/kg.  
Výsledky obou metod se shodovaly v tom, že ryby z vodní nádrže Karolínka obsahují 
menší obsah rtuti i jejich alkylderivátů než ryby z vodní nádrže Koryčany. Nejnižší obsah 
rtuti měly ryby nakoupené v obchodě s potravinami. Výsledky také potvrzují, že methylrtuť 
tvoří nejvyšší podíl alkylderivátů rtuti na celkovém obsahu rtuti v rybách. 
Výsledkem práce mělo být také nalezení vhodné metody pro stanovení alkylderivátů rtuti 
v matricích z vodního ekosystému a její následná optimalizace. Z výsledků však jednoznačně 
vyplynulo, že použitá metoda není vhodná pro stanovení dimethylrtuti. Její použití v případě 
methylrtuti a anorganické rtuti vyžaduje další pečlivou optimalizaci podmínek přípravy 
vzorku a extrakce derivátů tak, aby se minimalizoval vliv matrice, který je považován za 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
SPME mikroextrakce na tuhou fázi 
PDMS polydimethylsiloxan 
GC-MS plynová chromatografie s detekcí hmotnostního spektrometru 
Hg22+ rtuťný iont 
Hg2+ rtuťnatý iont 
Hg2Cl2 chlorid rtuťný, kalomel 
CH3Hg+ kation monomethylrtuti 
(CH3)2Hg dimethylrtuť 
EDTA ethylendiaminotetraoctová kyselina 
DMSA dimerkaptosukciniová kyselina 
DMSP dimerkaptopropansulfonát 
HgS sulfid rtuťnatý, cinabarit 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
RNA ribonukleová kyselina 
CH3I jodomethan 
(CH3)2S dimethylsulfid 
CH3HgCl chlorid methylrtuti 
HgCl2 chlorid rtuťnatý 
PTFE polytetrafluorethylen 
HCl kyselina chlorovodíková 
HNO3 kyselina dusičná 
H2SO4 kyselina sírová 
CuSO4 síran měďnatý 
KBr bromid draselný 
CH2Cl2 dichlorethan 
KOH hydroxid draselný 
NaCl chlorid sodný 
NaBPh4 tetrafenylboran sodný 
KBH4 tetrahydrogenboran draselný 
SnCl2 chlorid cínatý 
H2O2 peroxid vodíku 
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KMnO4 manganistan draselný 
SPE extrakce na tuhou fázi 
ButMgCl butylmagnesium chlorid 
NaBEt4 tetraethylboran sodný 
NaBPh4 tetrafenylboran sodný 
NaBPr4 tetrapropylboran sodný 
DDTC diethyldithiokarbamát sodný 
APDC pyrrolidin-1-yl-dithiokarbamát sodný 
TBA tetrabutylamonium bromid 
HPLC vysoce účinná kapalinová chromatografie 
UV ultrafialová oblast spektra 
CH3OH methanol 
HS-SPME head-space mikroextrakce na tuhou fázi 
ECD detektor detektor elektronového záchytu 
IT-MS hmotnostní spektrometrie s iontovou pastí 
CV-AFS atomová fluorescenční spektrometrie s metodou generace studených par 
CV-AAS atomová absorpční spektrometrie s metodou generace studených par 
ICP-MS hmotnostní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou  
AAS atomová absorpční spektrometrie 
AES atomová emisní spektrometrie 
ASV anodická rozpouštěcí voltametrie 
ICP-OES optická emisní spektrometrie s indukčně vázanou plazmou 
LOD mez detekce 
LOQ mez stanovitelnosti 
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002 1370 (22.835) Scan EI+ 
1.36e4
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003 865 (14.418) Scan EI+ 
5.57e4
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Příloha 11:  Chromatogram vzorku s přídavkem standardů - koncentrace 200 ng/ml 
